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El mantenimiento de la homeostasis de proteínas es crítico para la supervivencia de 
cualquier organismo y su desregulación ha sido asociada con el desarrollo y la progresión 
de muchas enfermedades en humanos. Por todo ello, las células han desarrollado 
mecanismos de control para asegurar la proteostasis en todos los compartimentos 
celulares. En este contexto, el retículo endoplasmático juega un papel fundamental en el 
correcto plegamiento y en la degradación de las proteínas de la ruta secretora. 
 
Durante este trabajo, se describe el papel protector del gen dnj-27 de Caenorhabditis 
elegans en diferentes modelos de enfermedades neurodegenerativas desarrollados en este 
nematodo. dnj-27 es el ortólogo del gen ERdj5 de mamífero, que codifica para un miembro 
de la familia de las tiorredoxinas residente del retículo e involucrado en la reducción de 
puentes disulfuro de proteínas mal plegadas durante la degradación asociada al retículo 
endoplasmático. Se demuestra en esta tesis que DNJ-27 también se localiza en el lumen 
del retículo y que su expresión se induce cuando se activa la respuesta al estrés por 
proteínas mal plegadas del retículo por la ruta IRE-1/XBP-1, lo que sugiere que la función 
de dnj-27/ERdj5 está conservada a lo largo de la evolución. 
 
Niveles reducidos de DNJ-27 aumentan la agregación y los defectos de movilidad de 
nematodos que expresan los péptidos β-amiloide humanos, α-sinucleína humana y péptidos 
de poliglutamina asociados a las enfermedades de Alzheimer, Parkinson y de poliglutamina. 
Por el contrario, la sobrexpresión de DNJ-27 mejora estos fenotipos, efecto que también se 
mantiene al sobrexpresar la proteína humana ERdj5. Por último, nuestros resultados 
apuntan a la implicación de varios orgánulos en esta protección, ya que el silenciamiento de 
dnj-27 lleva al aumento de la degradación de proteínas en el citoplasma y a la 
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1.1  Contexto socio-económico del estudio 
Desde un punto de vista médico, uno de los mayores retos a los que nuestra 
sociedad tendrá que enfrentarse en un futuro cada vez más cercano es el de garantizar una 
vejez digna y saludable a una población que envejece progresivamente. Las mejoras de las 
condiciones de vida en los países desarrollados han permitido un aumento de la longevidad 
que, además, ha venido acompañado de una disminución de la natalidad en estos países 
(Olshansky, Carnes, & Désesquelles, 2001). La combinación de estos dos factores ha dado 
como resultado un aumento progresivo del porcentaje de ancianos (Harman, 2001), 
provocando un cambio bastante acusado en la pirámide de población, con un vértice cada 
vez más ancho en detrimento de una base cada vez más estrecha. En concreto para 
España, se calcula que en torno al 22% de su población será mayor de 65 años en el año 
2025, cifras que concuerdan con otros cálculos para Europa y Estados Unidos (Olshansky 
et al., 2001). 
 
Un problema muy importante que ha surgido como consecuencia de este incremento 
en la esperanza de vida, es un aumento de las enfermedades asociadas al envejecimiento. 
Entre estas patologías cuya incidencia aumenta con la edad del individuo, cabe destacar el 
cáncer y, sobre todo, las enfermedades neurodegenerativas (Skovronsky, Lee, & 
Trojanowski, 2006). 
 
Solamente para el caso particular de la enfermedad de Alzheimer, se estima que 
alrededor de 27 millones de personas en todo el mundo sufren algunas de las formas de 
este desorden neurodegenerativo, con un nuevo caso diagnosticado cada 68 segundos 
(Alzheimer Association, 2012). Se calcula además que para el año 2050 la prevalencia de la 
enfermedad se cuadruplicará (Brookmeyer, Johnson, Ziegler-Graham, & Arrighi, 2007). 
 
El alto impacto social y económico que las enfermedades neurodegenerativas 
representan tanto para los pacientes como para su entorno familiar, así como para los 
sistemas nacionales de salud de cada país, es una de las principales características de las 
mismas. Al propio proceso de la enfermedad hay que sumar la pérdida de habilidades 
sociales, la incapacidad laboral, la carga física y psíquica de los cuidadores de estas 
personas (que en la mayoría de los casos suelen ser familiares), y el enorme gasto 
económico que conlleva su atención social y sanitaria. 
 
Durante los últimos años, el estudio de las enfermedades neurodegenerativas ha 




muchos de los eventos moleculares detrás de estos desórdenes permanecen sin resolverse 
y aún estamos lejos de un tratamiento definitivo. 
 
 
1.2  Enfermedades neurodegenerativas 
Entre las enfermedades neurodegenerativas más frecuentes se encuentran la 
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y las enfermedades de 
poliglutamina. Todas ellas se caracterizan por la vulnerabilidad selectiva de un tipo o tipos 
específicos de neuronas, dando lugar a la degeneración de regiones específicas del cerebro 
(Taylor, Hardy, & Fischbeck, 2002). 
 
1.2.1 Enfermedad de Alzheimer 
La enfermedad de Alzheimer es el más común de los desórdenes 
neurodegenerativos asociados a la edad y la primera causa de demencia en el mundo. Se 
caracteriza por la pérdida progresiva de memoria y de las capacidades cognitivas, pudiendo 
llevar, en última instancia, a la muerte (Martin Citron, 2002). Durante la enfermedad de 
Alzheimer se produce la degeneración de neuronas, particularmente en el hipocampo y en 
la corteza, así como pérdida de sinapsis y alteración de conexiones neuronales. 
 
Una de las características distintivas más importantes de esta patología es la 
aparición de dos clases principales de agregados proteicos: i) las placas seniles, que son 
depósitos extracelulares que aparecen en el cerebro de los pacientes de Alzheimer y cuyo 
principal constituyente es el péptido beta-amiloide (Aβ) (Cai, Golde, & Younkin, 1993), y ii) 
los ovillos neurofibrilares, formados por la acumulación intracelular de la proteína tau 
hiperfosforilada, una proteína estabilizadora de los microtúbulos (Wood, Mirra, Pollock, & 
Binder, 1986). 
 
El péptido  Aβ se genera a partir de una serie secuencial de procesos proteolíticos 
que ocurren sobre la proteína precursora de amiloide o APP (del inglés, amyloid precursor 
protein), una glicoproteína integral de membrana tipo 1. El procesamiento de la APP es 
llevado a cabo por dos aspartil proteasas, la β-secretasa (también llamada BACE, del 
inglés, β-site APP cleaving enzyme) y la ɣ-secretasa (Cai et al., 1993; M Citron et al., 1996). 
Inicialmente, la β-secretasa genera un fragmento soluble del extremo N-terminal de la APP, 
mientras que el extremo C-terminal (β-CTF) permanece unido a la membrana. El posterior 
procesamiento de este extremo β-CTF por la ɣ-secretasa puede producir dos péptidos, 




aunque la forma Aβ1-42 tiene una naturaleza más hibrofóbica y es considerada la forma más 
amiloidogénica y, por tanto, más tóxica. Su acumulación está actualmente considerada 
como uno de los eventos claves en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer, lo cual 
es la base de la hipótesis amiloide (Hardy & Selkoe, 2002), que propone que el primer 
evento patológico de la enfermedad de Alzheimer es la formación de placas amiloideas, que 
desencadenarán una serie de respuestas, a nivel inmunológico y oxidativo, que finalmente 
desembocan en demencia. Sin embargo, estudios recientes sugieren que son las formas 
oligoméricas solubles de Aβ1-42 las realmente tóxicas, que pueden afectar a importantes 
procesos celulares que resultarían en disfunción y muerte neuronal, lo que parece indicar 
que, probablemente, los efectos nocivos de la proteína no se deban únicamente a la 
formación de agregados (Crews & Masliah, 2010). 
 
Desde el punto de vista de su origen, la enfermedad de Alzheimer puede ser familiar 
o esporádica. La forma familiar se da en menos del 5% de los casos de Alzheimer y se 
caracteriza por la aparición de los síntomas generalmente antes de los 65 años de edad. Se 
hereda genéticamente de manera autosómica dominante y se debe a mutaciones en al 
menos un gen de los tres siguientes: APP, PSEN1 y PSEN2 (Bertram & Tanzi, 2008). El gen 
APP codifica la proteína precursora de amiloide, mientras que PSEN1 y PSEN2 codifican, 
respectivamente, la presenilina 1 (PS1) y la presenilina 2 (PS2), dos proteínas que forman 
parte del centro catalítico del complejo de la ɣ-secretasa.  
 
Por el contrario, la forma esporádica de la enfermedad de Alzheimer suele 
presentarse después de los 65 años de edad y no parece estar relacionada con la herencia 
familiar, sino que probablemente se deba a la combinación de alelos de genes relacionados 
con diversas rutas, muchas de ellas implicadas en la producción, agregación y eliminación 
de Aβ. Entre estos alelos cabe destacar el polimorfismo ε4 del gen de la apolipoproteína E 
(APOE), que es el factor genético de riesgo más conocido asociado a esta enfermedad 
(Strittmatter et al., 1993). Fisiológicamente, la apolipoproteína E está implicada en el 
transporte y metabolismo del colesterol y, aunque el mecanismo por el cual predispone a la 
enfermedad de Alzheimer no se conoce exactamente, se sabe que la apolipoproteína E 
favorece la degradación proteolítica del péptido Aβ tanto dentro como fuera de la célula, 
mientras que la isoforma ApoE-ε4 sería la menos efectiva en la catálisis de estas reacciones 
(Jiang et al., 2008). Sin embargo, la simple implicación de factores genéticos no es capaz 
de explicar por sí sola la enfermedad de Alzheimer esporádica por lo que, actualmente, la 
participación de factores ambientales en connivencia con los genéticos está ampliamente 




1.2.2 Enfermedad de Parkinson 
La enfermedad de Parkinson es el segundo trastorno neurodegenerativo más 
frecuente después de la enfermedad de Alzheimer. Fenotípicamente se caracteriza por la 
aparición de bradicinesia (lentitud de los movimientos voluntarios), rigidez, temblor en 
reposo y alteraciones neuropsiquiátricas, producidos a consecuencia de la pérdida selectiva 
de neuronas dopaminérgicas en la substantia nigra pars compacta y de la reducción de la 
concentración de dopamina en el cuerpo estriado y en la substantia nigra (Savitt, Dawson, & 
Dawson, 2006).  
 
Uno de los marcadores patológicos característicos de la enfermedad es la aparición 
de acumulaciones de proteínas llamadas cuerpos de Lewy, cuyo principal constituyente es 
la α-sinucleína (α-syn), un polipéptido con tendencia a la agregación intracelular (Spillantini, 
Crowther, Jakes, Hasegawa, & Goedert, 1998) que también se encuentra en cuerpos de 
inclusión de otros desórdenes neurológicos, conocidos por este motivo como 
sinucleopatías. La función biológica de la α-syn no está clara, pero diversos estudios 
indican que probablemente esté implicada en el transporte de vesículas durante la sinapsis 
(Cabin et al., 2002). 
 
Aunque la causa de la mayoría de los casos de Parkinson es desconocida, existen 
casos poco frecuentes de Parkinson familiar para los cuales ha sido posible la identificación 
de algunos de los genes involucrados. De esta forma, se conocen al menos dieciséis locus 
asociados a la enfermedad (Gasser, 2007). Así, mutaciones en los genes α-syn y LRRK2 
(del inglés, leucine rich repeat kinase 2) son autosómicas dominantes, mientras que 
mutaciones en parkina, DJ-1, PINK1, y ATP13A2 son autosómicas recesivas. El estudio de 
estos genes, así como de las proteínas mutantes que codifican, ha permitido avances muy 
importantes en el conocimiento de la patogénesis tanto de la forma familiar de Parkinson 
como de la esporádica, y ha llevado al descubrimiento de muchos de los procesos celulares 
que se encuentran detrás de esta enfermedad. De esta forma, la α-syn parece jugar un 
papel en la función sináptica; la parkina (una E3 ubiquitin ligasa) y ATP13A2 (una ATPasa 
lisosomal) están relacionadas con la degradación de proteínas (Kitada et al., 1998; Ramirez 
et al., 2006); DJ-1 y PINK1 son proteínas protectoras frente al estrés oxidativo y 
mitocondrial (Bonifati et al., 2003; Valente et al., 2004); y, aunque la función de LRRK2 no 
se conoce exactamente, se sabe que está implicada en la traducción de señales (Zimprich 
et al., 2004). 
 




hereditario. De manera parecida a la enfermedad de Alzheimer, lo más probable es que la 
combinación de múltiples factores, tanto genéticos como ambientales, sea la causa de los 
casos esporádicos de la enfermedad de Parkinson.  
 
1.2.3 Enfermedades de poliglutamina 
Dentro de este grupo se incluyen al menos nueve desórdenes neurodegenerativos 
distintos causados por la expansión de repeticiones de tripletes de glutamina (CAG) en 
genes que codifican para distintas proteínas que no están relacionadas entre sí (H. T. Orr & 
Zoghbi, 2007). La poliglutamina (poliQ) es un fragmento peptídico, consistente en la 
repetición del aminoácido glutamina dentro de la secuencia de una proteína. La enfermedad 
de Huntington, ataxias espinocerebelosas  y algunas atrofias musculares se encuentran 
entre las enfermedades de poliglutamina más conocidas.  
 
Cada uno de estos desórdenes se caracteriza por la vulnerabilidad de un tipo 
particular de neuronas, que vendrá determinada por la interacción entre los polipéptidos que 
expresan las expansiones de poliQ y el proteoma particular de cada tipo neuronal, pero 
prácticamente en todos los casos, la toxicidad se produce cuando la expansión alcanza 
alrededor de 40 residuos, lo que provoca el mal plegamiento y la agregación de las 
proteínas que las contienen. Diferentes estudios genéticos han demostrado que individuos 
portadores de alelos de la huntingtina (la proteína relacionada con la enfermedad de 
Huntington) que contienen menos de 30-34 repeticiones de CAG son asintomáticos, 
mientras que individuos portadores de alelos de la huntingtina que contienen más de 35-40 
repeticiones desarrollan la enfermedad. Además, la longitud de las expansiones de poliQ 
también parece determinar la edad de desarrollo de la enfermedad así como la severidad 
en la progresión de la misma (Group, 1993; Gusella & Macdonald, 1995). 
 
La naturaleza de la transición de las proteínas poliQ a un estado patológico no se 
conoce con certeza, pero una de las características patológicas detrás de estas 
enfermedades es, al igual que en Alzheimer y Parkinson, la aparición de agregados 
proteicos en las regiones del cerebro que degeneran (Davies et al., 1997). 
 
1.2.3.1. Enfermedad de Huntington 
Es un trastorno genético que se hereda de forma autosómica dominante y que se 
manifiesta generalmente en la mitad de la vida de la persona que lo padece, aunque puede 
aparecer también más tarde y durante la infancia. En esta enfermedad se produce la 




cuerpo estriado (Vonsattel et al., 1985). 
 
Clínicamente, la aparición de corea (movimientos espasmódicos e involuntarios, 
amplios y bruscos de las extremidades) es, por lo general, uno de los primeros síntomas 
motores en pacientes adultos. Pérdidas de memoria, cambios en la personalidad y 
depresión son también característicos de la enfermedad. La muerte del paciente suele 
ocurrir a los 10-15 años de la aparición de los primeros síntomas (H. T. Orr & Zoghbi, 2007).  
 
Como ya se ha comentado anteriormente, la enfermedad de Huntington se produce 
por expansiones de poliQ en el extremo N-terminal de la proteína de función desconocida 
huntingtina, que se expresa en el sistema nervioso central y en tejidos periféricos.  
 
1.2.3.2. Ataxias espinocerebelosas 
Son un grupo de trastornos genéticos que muestran un patrón de herencia 
autosómico dominante y, generalmente, también se presentan en la mitad de la vida, 
progresando durante 10-20 años hasta resultar en la muerte prematura del paciente (H. T. 
Orr & Zoghbi, 2007). 
 
Descoordinación en el movimiento, temblor y disartria (dificultad en la articulación de 
palabras) son trastornos clínicos frecuentes en todas las ataxias espinocerebelosas, si bien 
en algunos tipos particulares también puede darse degeneración de la retina, disfunción 
cardiaca, psicosis y demencia (H. T. Orr & Zoghbi, 2007). 
 
La atrofia del cerebelo es común a todas las ataxias espinocerebelosas, aunque 
diferentes zonas del cerebro pueden estar también afectadas dependiendo de la ataxia en 
cuestión. Están causadas por expansiones de poliQ en el producto de distintos genes sin 
homología entre ellos.  Algunos de estos genes son ataxina-1, 2, 3 y 7 y atrofina1. 
 
 
1.3  Mecanismos moleculares y celulares de las enfermedades 
neurodegenerativas 
Durante las últimas décadas, el estudio intensivo de las enfermedades 
neurodegenerativas, así como numerosos descubrimientos en genética humana, han 
derivado en un mayor conocimiento de los mecanismos implicados en estas enfermedades. 
De esta forma, cada vez es más claro que algunos de los mecanismos moleculares y 




comunes se incluyen la agregación de proteínas, la formación de cuerpos de inclusión, el 
daño oxidativo y la disfunción mitocondrial. 
 
1.3.1 Agregación de proteínas y formación de cuerpos de inclusión. 
El mal plegamiento y la consiguiente agregación de determinadas proteínas definen 
algunas de las enfermedades neurodegenerativas asociadas a la edad. Aunque distintas 
proteínas patológicas están asociadas a cada enfermedad, es probable que la patogénesis 
de todas ellas ocurra por medio de mecanismos comunes que estén relacionados con la 
formación de inclusiones amiloideas similares (Carrell & Lomas, 1997). Los amiloides son 
agregados fibrilares altamente ordenados, en los cuales, proteínas en estado no nativo 
dejan expuestas estructuras de hoja plegada β, formando puentes de hidrógeno con otras 
proteínas mal plegadas ricas en estructuras de hoja plegada β (Nelson et al., 2005).  
 
Como hemos podido ver en los apartados anteriores, una de las características 
fundamentales de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, el Parkinson y las 
enfermedades de poliglutamina es la aparición de cuerpos de inclusión en el cerebro de los 
pacientes debido a la agregación de los péptidos asociados a estas enfermedades. Las 
placas seniles, cuyo principal constituyente es el péptido Aβ, y los ovillos neurofibrilares, 
compuestos en su mayoría por la proteína tau hiperfosforilada, aparecen en los pacientes 
de Alzheimer. Por su parte, los cuerpos de Lewy, con la α-syn como principal componente, 
son característicos en los pacientes de Parkinson, mientras que en las enfermedades de 
poliglutamina se presentan cuerpos de inclusión con distintas proteínas poliQ. 
 
Desde el descubrimiento de estos agregados proteicos, se ha desarrollado un 
intenso debate sobre de la implicación de los mismos en el inicio y el desarrollo de estos 
desórdenes neurodegenerativos. Durante décadas, estos depósitos amiloideos fueron 
considerados los causantes de la enfermedad, debido a que su presencia en los cerebros 
de los pacientes era manifiesta y a que su distribución anatómica coincidía con las áreas de 
mayor neurodegeneración en el cerebro. Sin embargo, la correlación entre la gravedad de 
la enfermedad y el grado de acumulación de estos amiloides es relativamente baja (Ross & 
Poirier, 2004). Por este motivo, trabajos realizados en los últimos años han propuesto que 
las estructuras amiloideas probablemente se formen como consecuencia de mecanismos 
protectores de la célula, cuya finalidad es eliminar los intermediarios solubles. Diversos 
estudios apuntan a que son precisamente los oligómeros solubles de Aβ, α-syn y poliQ las 





De cualquier manera, como se describe en apartados posteriores, otros procesos 
celulares relacionados con la agregación, el plegamiento y la degradación de proteínas 
también se encuentran entre los mecanismos comunes implicados en las enfermedades 
neurodegenerativas (Chen & Burgoyne, 2012; Voisine, Pedersen, & Morimoto, 2010). 
 
1.3.2 Disfunción mitocondrial 
Son muchos los estudios que relacionan la mitocondria y las enfermedades 
neurodegenerativas. Las mitocondrias son unos orgánulos celulares que se encuentran en 
prácticamente todas las células eucariotas. Entre sus funciones principales aparecen: la 
producción de ATP mediante fosforilación oxidativa, la oxidación de ácidos grasos, la 
participación en la síntesis de determinados metabolitos, la regulación de la apoptosis, y 
actuar como reserva de calcio y fuente de especies reactivas de oxígeno (EROs) (Benard et 
al., 2007). La alta actividad metabólica de las neuronas las hace particularmente sensibles a 
cambios en la función mitocondrial dada su alta dependencia energética ligada a la multitud 
de procesos neuronales, que incluyen transmisión sináptica, transporte axonal y dendrítico y 
transporte activo de iones (Han et al., 2011). Las mitocondrias son unos orgánulos muy 
dinámicos que están en constante división y fusión con otras mitocondrias en respuesta a 
diferentes estímulos y necesidades de la célula, lo cual determina no sólo su morfología, 
tamaño y número, sino también su función y distribución (Chan, 2006). 
 
Daños en la estructura mitocondrial, así como en sus componentes, están ligados a 
la enfermedad de Alzheimer (Zhu et al., 2006). Así, las deficiencias en algunas de las 
enzimas claves en el metabolismo oxidativo, como el complejo α−ketoglutarato 
deshidrogenasa, el complejo piruvato deshidrogenasa o la citocromo oxidasa están 
relacionadas con el Alzheimer (G E Gibson, Sheu, & Blass, 1998). Los pacientes de este 
desorden neurodegenerativo acumulan mutaciones en el ADN mitocondrial (Coskun, Beal, 
& Wallace, 2004; Hirai et al., 2001) y se ha encontrado, además, que Aβ puede acumularse 
en la mitocondria donde es capaz de interaccionar con ciertas proteínas, como la ciclofilina 
D, que reside en la matriz mitocondrial y está implicada en la apertura de los canales de 
transición de la permeabilidad mitocondrial (Du et al., 2008), o con ABAD (Aβ-binding 
alcohol dehydrogenase), una proteína mitocondrial que cataliza la oxidación de un amplio 
repertorio de sustratos y que potencia el estrés celular provocado por Aβ (Lustbader et al., 
2004). También se puede encontrar APP en la mitocondria donde, según algunos estudios, 
se acumula bloqueando canales de importación de proteínas (Devi, Prabhu, Galati, 
Avadhani, & Anandatheerthavarada, 2006). Por último, cambios significativos en la forma y 




pueden encontrar en neuronas de enfermos de Alzheimer (Hirai et al., 2001), sugiriendo 
cambios en la dinámica de la mitocondria. Todos estos eventos desembocarían en una 
disfunción mitocondrial. 
 
Por su parte, también parece haber una clara relación entre mitocondria y la 
enfermedad de Parkinson. Por ejemplo, se ha demostrado una disminución en la actividad 
del complejo I de la cadena respiratoria en los pacientes con esta enfermedad (Henchcliffe 
& Beal, 2008). En este sentido, la inhibición del complejo I con las neurotoxinas MPTP y 
rotenona así como mutaciones en el ADN mitocondrial, producen Parkinson (Betarbet et al., 
2000; Fornai et al., 2005). Igualmente, las neuronas dopaminérgicas en la substancia nigra 
de pacientes de Parkinson acumulan múltiples deleciones en el ADN mitocondrial. Conviene 
recordar además, que algunos de los genes identificados para el Parkinson familiar 
codifican proteínas que se localizan en la mitocondria y están relacionados con las 
funciones de la misma, como PINK-1, Parkina y DJ-1 (Gasser, 2007). 
 
También se han encontrado daños en el ADN mitocondrial y defectos importantes en 
enzimas de la cadena respiratoria de pacientes de enfermedades de poliglutamina (Banoei 
et al., 2007; Tabrizi et al., 1999). Se sabe que los agregados de la huntingtina se asocian 
con la mitocondria teniendo efectos muy negativos en el potencial de membrana, en el 
almacenamiento de calcio y en el transporte mitocondrial en el axón (A. L. Orr et al., 2008; 
Panov et al., 2002). La huntingtina produce además fragmentación de la mitocondria y 
reducción en los niveles de ATP (H. Wang, Lim, Karbowski, & Monteiro, 2009). 
 
1.3.3 Daño oxidativo 
Un vínculo común entre los procesos neurodegenerativos es su susceptibilidad al 
daño oxidativo. Las células del cerebro, especialmente las neuronas, son muy vulnerables a 
los efectos perjudiciales de las EROs, que se generan cuando se produce la reducción 
incompleta del oxígeno durante el metabolismo aeróbico. Esta elevada susceptibilidad de 
las neuronas es consecuencia de su alta actividad metabólica, de sus bajos niveles de 
antioxidantes, de su alta composición en ácidos grasos que son propensos a la 
peroxidación y de la alta concentración de metales de transición, capaces de catalizar la 
formación de radicales hidroxilos reactivos (Reynolds, Laurie, Mosley, & Gendelman, 2007). 
 
Las EROs son sustancias muy reactivas que tienen la capacidad de reaccionar con 
distintas moléculas presentes en las células, como proteínas, polisacáridos, la bicapa 




neurodegenerativos es especialmente importante debido a que las células de la glía, que 
funcionan como soporte de las neuronas, producen radicales libres durante procesos 
neuroinflamatorios, que a su vez pueden ser activados por los distintos cuerpos de inclusión 
(McGeer & McGeer, 1998). Además, se sabe que los procesos de agregación y defectos en 
la eliminación de proteínas, así como la disfunción mitocondria, también generan EROs. 
 
Otro factor muy importante a tener en cuenta en la formación de EROs es la edad. 
Así, las enfermedades neurodegenerativas son enfermedades asociadas a la edad y una de 
las hipótesis más aceptadas para explicar las causas moleculares que subyacen detrás del 
envejecimiento es la teoría del envejecimiento por radicales libres. Esta teoría fue propuesta 
por primera vez por Denham Harman en el año 1956 y propone que el proceso de 
envejecimiento se debe a la acción continua de los radicales libres, generados durante los 
procesos metabólicos normales, sobre los distintos componentes celulares (Harman, 1956). 
La acumulación de daños conducirá a una producción mayor de EROs en los tejidos viejos 
debido a la disfunción mitocondrial provocada por los daños oxidativos sobre el ADN de la 
mitocondria, lo que además se verá agravado por la disminución de la capacidad de las 
enzimas antioxidantes provocada por el efecto de estas mismas EROs. 
 
La implicación del daño oxidativo en los procesos neurodegenerativos se ve 
reforzada además por el número creciente de estudios que muestran como la aplicación de 
terapias antioxidantes resultan en protección o ralentización en la progresión de las mismas 
(Liu et al., 2007; D. Wang et al., 2006). 
 
 
1.4  Sistemas antioxidantes 
Las células han desarrollado estrategias para utilizar EROs, a bajas 
concentraciones, como mensajeros celulares durante procesos reguladores del crecimiento 
celular, la diferenciación y el sistema inmune (Nordberg & Arner, 2001; Thannickal et al., 
2000). Sin embargo, como hemos visto en el apartado anterior, a concentraciones 
superiores las EROs son dañinas para la célula, pudiendo reaccionar con gran variedad de 
moléculas. Por tanto, su producción debe estar estrictamente controlada de forma que se 
favorezcan determinadas reacciones celulares, pero evitando que se alcancen niveles que 
puedan ser perjudiciales. Para ello, las células están equipadas con una extensa batería de 
sistemas antioxidantes, tanto enzimáticos (superóxido dismutasas, catalasas, peroxidasas, 
etc.) como no enzimáticos (glutatión, vitaminas C y E, coenzima Q, etc.), cuyo fin es 




1.4.1 Antioxidantes no enzimáticos 
Entre los antioxidantes no enzimáticos más importantes se encuentra la vitamina C, 
la cual puede llevar a cabo la reducción de radicales libres gracias a la transferencia de uno 
o dos de sus propios electrones. La vitamina C protege frente a la oxidación de 
lipoproteínas de baja densidad y puede, además, funcionar como cofactor de múltiples 
oxigenasas metalo-dependientes. Una vez oxidada, podrá ser reducida nuevamente por 
múltiples enzimas como las tiorredoxina reductasas, glutarredoxinas, NADH-citocromo b5 
reductasa, proteína disulfuro isomerasa o 3-α-dehidrogenasa, o por reductores no 
enzimáticos como el glutatión (Linster & Van Schaftingen, 2007). 
 
Otro de los antioxidantes no enzimáticos más importantes es la vitamina E, de la que 
existen ocho isoformas distintas. La vitamina E previene la oxidación de lípidos y, una vez 
oxidada, puede ser llevada de nuevo a su estado reducido directamente por el glutatión o 
indirectamente por la vitamina C (Valko et al., 2007). 
 
Sin embargo, el antioxidante no enzimático más importante es el glutatión, muy 
abundante en citosol, núcleo y mitocondria, siendo el principal antioxidante soluble en estos 
compartimentos celulares. El glutatión es un tripéptido compuesto por una molécula de 
glutamato, una cisteína y una glicina (Pompella, Visvikis, Paolicchi, De Tata, & Casini, 
2003). Es precisamente el residuo de cisteína el que le confiere su función protectora, 
permitiéndole la reducción de puentes disulfuro y la eliminación de agentes oxidantes. Así, 
el glutatión reducido (GSH) es capaz de reducir radicales hidroxilos u oxígeno molecular 
singlete directamente, y peróxido de hidrógeno o peróxidos lipídicos a través de la acción 
catalítica de glutatión peroxidasas y glutatión S-transferasas. Además, como hemos visto 
anteriormente, otros antioxidantes como la vitamina C y E, son llevadas de vuelta a su 
forma activa reducida por el glutatión (Valko et al., 2007). Después de reaccionar con las 
distintas especies oxidantes, el glutatión reducido pasa a su forma oxidada disulfuro de 
glutatión (GSSG). La relación GSH/GSSG es la que determina su capacidad antioxidante. 
Para aumentar esta proporción, la célula puede recurrir a distintos mecanismos: secretar 
GSSG del citosol al espacio extracelular por medio de transportadores transmembrana; 
reducir GSSG a GSH por la acción de la glutatión reductasa, usando los equivalentes de 
reducción del NADPH; o sintetizar GSH de novo (Hill & Bhatnagar, 2007). 
 
1.4.2 Antioxidantes enzimáticos 
Entre los antioxidantes enzimáticos podemos encontrar a enzimas tan importantes 




peróxido de hidrógeno y oxígeno, y la catalasa, que convierte peróxido de hidrógeno en 
agua y oxígeno (Zámocký & Koller, 1999). Sin embargo, nuestro trabajo se centra 
fundamentalmente en los sistemas tiorredoxina, glutarredoxina y peroxirredoxinas, los 
cuales se describen a continuación. 
 
1.4.2.1 Tiorredoxinas 
Las proteínas del espacio extracelular y las que se encuentran en la superficie de la 
célula contienen normalmente muchos enlaces disulfuro que las estabilizan, reflejando el 
carácter oxidante de estos ambientes. Por el contrario, el interior de la célula se mantiene 
generalmente en un estado reducido y las proteínas que se encuentran aquí contienen 
muchos grupos sulfidrilos libres y pocos enlaces disulfuro. Las tiorredoxinas son las 
disulfuro reductasas más importantes para el mantenimiento de las proteínas en su estado 
reducido (Arnér & Holmgren, 2000).  
 
Las tiorredoxinas son pequeñas proteínas monoméricas, de aproximadamente 12 
kDa, que se expresan de forma ubicua en prácticamente todos los organismos conocidos. 
Se caracterizan por la secuencia conservada de su sitio activo -Cys-Gly-Pro-Cys-, siendo 
las dos cisteínas de los extremos de la secuencia la clave para su función como proteína 
reductora de puentes disulfuro. De esta manera, la reducción de puentes disulfuro se 
produce mediante la oxidación reversible de estas dos cisteínas (Arnér & Holmgren, 2000). 
Posteriormente, la tiorredoxina será llevada de vuelta a su estado activo reducido por la 
flavoenzima tiorredoxina reductasa que utiliza el poder reductor del NADPH (Figura 1.1).  
 
 
Figura 1.1. Reducción de un sustrato proteico por el sistema tiorredoxina. El sistema tiorredoxina está formado por la 
tiorredoxina reductasa (TrxR) y la tiorredoxina (Trx), y es capaz de reducir sustratos oxidados utilizando para ello el poder 
reductor del NADPH.  
 
 
La tiorredoxina reductasa es una enzima homodimérica presente en casi todos los 
organismos, donde cada subunidad tiene un tamaño aproximado de 35 kDa en bacterias, 
plantas y otros eucariotas inferiores, y de 55 kDa en mamíferos y vertebrados. Por esta 




tiorredoxinas reductasas grandes. Las tiorredoxinas reductasas pequeñas contienen en el 
sitio activo de cada subunidad un sitio de unión a NADPH, un grupo prostético FAD, un sitio 
disulfuro activo redox cuya secuencia conservada es CVNVGC y un sitio de unión a 
tiorredoxina (Waksman, Krishna, Williams Jr, & Kuriyan, 1994). Por su parte, las 
tiorredoxinas reductasas grandes contienen un sitio redox activo adicional situado hacia el 
lado C-terminal, que puede estar formado por una pareja conservada cisteína-cisteína o 
bien por una pareja cisteína-selenocisteína, como es el caso de la mayoría de las 
tiorredoxinas reductasas de mamífero (Gromer et al., 2003). El flujo de electrones se 
producirá, por tanto, desde NADPH a FAD que entonces será capaz de reducir el sitio 
disulfuro activo que, en el caso de la tiorredoxina reductasa grande, transferirá los 
electrones al sitio activo C-terminal, y finalmente a la tiorredoxina correspondiente. En 
mamíferos, el residuo de selenocisteína es codificado por el codón UGA que es también un 
condón de parada de la traducción. Sin embargo, la presencia de una secuencia de 
inserción de selenocisteína, llamada elemento SECIS, localizada en el extremo 3’-UTR del 
ARN mensajero (ARNm) permite que el codón UGA codifique como selenocisteína en las 
selenoproteínas (Berry et al., 1991). Este residuo es esencial para el funcionamiento de las 
tiorredoxinas reductasas de mamífero, ya que les dota de una mayor reactividad y les 
permite actuar sobre un mayor número de sustratos, como por ejemplo, peróxido de 
hidrógeno, ubiquinona o ácido lipoico entre otros (Gromer et al., 2003; Nordberg & Arner, 
2001; Xia et al., 2003). 
 
 La tiorredoxina y la tiorredoxina reductasa juntas forman el sistema tiorredoxina. 
Diversas tiorredoxinas citosólicas han sido identificadas en bacterias, plantas y otros 
eucariotas, pero en mamíferos sólo se ha descrito una, Trx1 (Wakasugi et al., 1990). 
También se ha identificado una tiorredoxina mitocondrial en mamíferos, denominada Trx2 
(Spyrou, Enmark, Miranda-Vizuete, & Gustafsson, 1997), y varias específicas de 
espermatozoide tales como SpTrx-1, SpTrx-2 y SpTrx-3 (Jiménez et al., 2004; Miranda-
Vizuete et al., 2001; Sadek et al., 2001). Igualmente, en mamíferos, podemos encontrar tres 
isoformas distintas de tiorredoxinas reductasas: la tiorredoxina reductasa citosólica, llamada 
TrxR1 (Tamura & Stadtman, 1996); TrxR2, que se localiza en la mitocondria (Miranda-
Vizuete, Damdimopoulos, & Spyrou, 2000); y TrxR3, también conocida como 
tiorredoxina/glutatión reductasa, que se expresa principalmente en espermatozoides (D. Su 
et al., 2005).   
 
Una de las principales funciones de los sistemas tiorredoxinas es la de ser una 




si mismos, o bien indirectamente proporcionando poder reductor a otras proteínas 
antioxidantes como peroxirredoxinas, metionina sulfóxido reductasas o glutatión 
peroxidasas, entre otras (Nordberg & Arner, 2001). Además, las tiorredoxinas pueden 
realizar muchas otras funciones, entre las que se incluyen: i) modulador de la síntesis y 
reparación del ADN mediante la reducción de la ribonucleótido reductasa, que es la enzima 
encargada de reducir los ribonucleótidos a desoxirribonucleótidos (Laurent, Moore, & 
Reichard, 1964) ii) regulación de la apoptosis, ya que la tiorredoxina reducida, al unirse al 
extremo N-terminal de ASK1 (apoptotic signal kinase 1), es capaz de inhibir su función 
quinasa y promover su ubiquitinación (Saitoh et al., 1998) iii) inmunomodulación, a través, 
por ejemplo, de la activación de los factores de transcripción NF-κB y AP-1 (Activator 
Protein 1) (Schenk, Vogt, Droge, & Schulze-Osthoff, 1996) o actuando como 
quimioatrayente de neutrófilos, monocitos y linfocitos T (Bertini et al., 1999), y iv) función 
como chaperonas moleculares para el plegamiento de proteínas (Kern, Malki, Holmgren, & 
Richarme, 2003).  
 
Dado su papel protector frente al estrés oxidativo y sus muchas otras funciones, los 
sistemas tiorredoxina han sido implicados en múltiples aspectos de diversas enfermedades, 
entre las que se incluyen las enfermedades neurodegenerativas. Por ejemplo, se ha 
descrito que la tiorredoxina es un importante regulador de neuroprotección y que actúa 
como factor neurotrófico (Kong et al., 2010; Masutani, Bai, Kim, & Yodoi, 2004). Por otro 
lado, algunos estudios sugieren que la sobrexpresión de la tiorredoxina es protectora en 
determinados modelos de enfermedades neurodegenerativas (Akterin et al., 2006; Umeda-
Kameyama et al., 2007). Sin embargo, actualmente la información acerca de la implicación 
de las tiorredoxinas en estas patologías in vivo, así como los mecanismos moleculares 
implicados, es muy limitada. Esto es debido, fundamentalmente, a que la inactivación de la 
mayoría de los genes de los sistemas tiorredoxinas no es viable en muchos de los 
organismos modelos más comunes, como ratón o Drosophila melanogaster (Missirlis et al., 
2002; Nonn, Williams, Erickson, & Powis, 2003). 
 
Dentro de la superfamilia de las tiorredoxinas, que está en constante aumento, se 
incluyen otras proteínas que pueden estar implicadas en multitud de procesos diferentes y 
que no forman parte de ningún sistema tiorredoxina clásico. Todas las proteínas de esta 
superfamilia contienen dominios tiorredoxina, que siguen un plegamiento determinado, con 
sitios activos conservados CXXC -que, por tanto, no tiene que incluir necesariamente el sitio 
activo tiorredoxina CGPC canónico- y tienen funciones relacionadas con la reducción de 





Como se comentó anteriormente, el glutatión reducido es un compuesto muy 
importante en el mantenimiento del bajo potencial redox y del alto nivel de grupos sulfidrilos 
libres en el interior de las células. En este caso, la reducción de enlaces disulfuro mediada 
por glutatión reducido es catalizada por las glutarredoxinas que, por tanto, tienen funciones 
solapadas con las tiorredoxinas, al menos en parte (Holmgren, 1989). Así, por ejemplo, las 
glutarredoxinas también pueden ceder electrones a la ribonucleótido reductasa para la 
síntesis de ADN (Holmgren, 1989) o unirse a ASK1 para inhibir su función, y han sido 
relacionadas, al igual que la tiorredoxinas, con procesos neurodegenerativos (Akterin et al., 
2006; Daily et al., 2001). 
 
Las glutarredoxinas son pequeñas oxidorreductasas que se encuentran en la 
mayoría de los organismos vivos, desde procariotas a eucariotas. Existen muchas clases de 
glutarredoxinas, pero todas ellas se caracterizan por su capacidad de unir y utilizar glutatión 
reducido como sustrato, y por una secuencia de su sitio activo parecido al de las 
tiorredoxinas -Cys-X-X-Cys- ó -Cys-X-X-Ser- (Lillig, Berndt, & Holmgren, 2008). Las que 
contienen motivos CXXC son capaces de reducir puentes disulfuro por un mecanismo 
ditiólico, pero a diferencia de las tiorredoxinas, tanto las glutarredoxinas con motivos CXXC 
como aquellas con motivos CXXS son capaces de llevar a cabo, además, la 
desglutationilación de proteínas a través de un mecanismo monotiólico en el que la 
glutarredoxina sólo utiliza un residuo de cisteína. Por medio de este mecanismo son 
capaces de regular la actividad de proteínas (como, por ejemplo, factores de transcripción) 
implicadas en importantes procesos celulares, incluyendo diferenciación celular y apoptosis 
(Chrestensen, Starke, & Mieyal, 2000; Shelton, Chock, & Mieyal, 2005). 
 
Las glutarredoxinas son más versátiles que las tiorredoxinas en cuanto a la elección 
del sustrato y al mecanismo de reacción (Figura 1.2). Pero la diferencia fundamental con las 
tiorredoxinas es que la glutarredoxinas, una vez oxidadas, no son reducidas por ninguna 
reductasa específica, sino que utilizan glutatión que, como se vio en apartados anteriores, 
es mantenido a su vez en su estado reducido por la glutatión reductasa (Dickinson & 
Forman, 2002). 
 
Al igual que las tiorredoxinas, en mamífero se han identificado glutarredoxinas 
citosólicas, como Grx1 que ha sido implicada en diversas funciones fisiológicas, destacando 
la regulación de factores de transcripción y apoptosis (Anathy et al., 2009; Reynaert et al., 




mediante un proceso de splicing alternativo, puede dar lugar a dos proteínas distintas que 
difieren en su zona N-terminal, una de ellas se localiza en el núcleo (donde aún no está 
clara su función) y la otra en la mitocondria (Lundberg et al., 2001). Esta última es capaz de 
catalizar la desglutationilación de proteínas en la mitocondria de manera muy eficiente (Beer 
et al., 2004) y es la primera proteína conocida de la familia de las glutarredoxinas que 
contiene un centro hierro-azufre (Lillig et al., 2005). Relacionada con esta última propiedad, 
quizás una de las funciones más interesante descritas en los últimos años para 
glutarredoxinas tanto bacterianas como de eucariotas sea su implicación en la biogénesis 
de centros hierro-azufre, al igual que su papel como sensor y transportador de hierro 
intracelular (Mühlenhoff et al., 2010; Tamarit et al., 2002; Yeung et al., 2011).  
 
 
Figura 1.2. Reducción de un sustrato proteico por el sistema glutarredoxina. Como se puede observar en la figura, a 
diferencia del sistema tiorredoxina, el sistema glutarredoxina utiliza un intermediario no proteico en la cadena de reacción, el 
glutatión reducido (GSH), que es capaz de mantener en estado reducido a la glutarredoxina (Grx) para que, a su vez, ésta 
pueda reducir a la proteína diana. Aprovechando el poder reductor del NADPH la glutatión reductasa (GR) es capaz de reducir 
el disulfuro de glutatión (GSSG).  
 
1.4.2.3 Peroxirredoxinas 
Las peroxirredoxinas son proteínas antioxidantes que se encuentran conservadas 
evolutivamente desde procariotas a eucariotas. Todas ellas contienen una cisteína 
conservada en el extremo N-terminal y, de forma adicional, pueden tener otra cisteína en el 
extremo C-terminal en función del tipo de peroxirredoxina (Rhee, Kang, Chang, Jeong, & 
Kim, 2001). Durante la catálisis, el residuo de cisteína del extremo N-terminal es oxidado a 
un ácido sulfénico que reaccionará con la cisteína C-terminal de la propia peroxirredoxina ó 
de otra distinta. La función principal de las peroxirredoxinas es la de reducir peróxido de 
hidrógeno y peróxidos orgánicos, aunque también se ha descrito que son capaces de 
reducir peroxinitritos. Fisiológicamente pueden estar implicadas en gran cantidad de 
funciones, entre las que se incluyen actuar como defensa antioxidante y modular la 
señalización celular mediada por H2O2 (Rhee et al., 2001). Generalmente, las 
peroxirredoxinas oxidadas son llevadas a su forma activa reducida por la acción de 
tiorredoxinas, aunque otros donadores de electrones pueden intervenir en la reducción de 





1.5  Plegamiento de proteínas 
Las proteínas, gracias a sus propiedades estructurales y a la gran variedad de 
funciones enzimáticas que son capaces de realizar, determinan prácticamente todos los 
aspectos de la vida. Pero al mismo tiempo, son unas macromoléculas muy vulnerables en el 
ambiente fisiológico de la célula. Esto es debido a que el ambiente celular eucariota es 
químicamente complejo, densamente poblado por multitud de macromoléculas que ocupan 
entre el 20 y el 40% del volumen total de la célula (Ellis, 2001). La mayoría de las proteínas 
alcanzan su conformación tridimensional, necesaria para realizar su función, en este 
ambiente tan intrincado, pero tanto aquellas proteínas que se han sintetizado recientemente 
como aquellas que fueron sintetizadas hace algún tiempo están en continuo peligro de sufrir 
un mal plegamiento y agregación (Douglas & Dillin, 2010). Además, la biogénesis de 
proteínas es un proceso con tendencia a error ya que mutaciones genéticas, compuestos 
tóxicos y el estrés celular, así como errores espontáneos durante los procesos de 
transcripción y traducción, pueden darse con cierta frecuencia, pudiendo así comprometer 
la eficiencia del plegamiento de estas proteínas (Buchberger, Bukau, & Sommer, 2010). Por 
otro lado, las proteínas están continuamente amenazadas por reactivos químicos y 
metabolitos que pueden causar oxidación, nitrosilación, carbonilación y otras modificaciones 
post-traduccionales que afectan la conformación de las mismas. También estados 
patológicos pueden afectar la homeostasis de proteínas, y de esta manera, como hemos 
tenido ocasión de indicar previamente en apartados anteriores, la agregación de proteínas 
juega un papel muy importante en las enfermedades neurodegenerativas (Ross & Poirier, 
2004). 
 
Por este motivo, las células han desarrollado mecanismos de control que aseguran 
la homeostasis de proteínas. Estos mecanismos pueden resumirse en dos respuestas 
distintas: reparación de las proteínas dañadas y degradación de aquellas proteínas que no 
se pueden reparar (Buchberger et al., 2010). 
 
Especial importancia en el plegamiento de proteínas tiene el retículo 
endoplasmático, ya que este orgánulo es el encargado del plegamiento y transporte de las 
proteínas de la ruta secretora y de las proteínas de membrana, que representan alrededor 
de un tercio del total de las proteínas de la célula eucariota (Vembar & Bodsky, 2008). Por 
esta razón, el retículo endoplasmático contiene multitud de chaperonas que participan en el 
plegamiento y en la degradación, así como enzimas exclusivas de este orgánulo cuya 
finalidad es mantener el ambiente oxidante dentro del retículo, necesario para catalizar 




ruta secretora, como glicosilación y formación de puentes disulfuro. 
 
1.5.1 El retículo endoplasmático 
El retículo endoplasmático es un orgánulo con múltiples funciones, presente en 
todas las células eucariotas, donde ocupa más del 10% del volumen total de la célula 
(Voeltz, Rolls, & Rapoport, 2002). Juega un papel fundamental en múltiples procesos 
celulares necesarios para la supervivencia y el funcionamiento normal de la célula. 
 
Este orgánulo está organizado como una compleja red de membranas formada por 
ramificaciones de tubos y estructuras con forma de sacos aplanados que se extienden a 
través del citosol (Figura 1.3). El retículo endoplasmático y la membrana nuclear forman una 
envoltura continua de manera que el lumen del retículo queda contenido dentro del espacio 






Figura 1.3. El retículo endoplasmático. 
En esta figura se representa 
esquemáticamente la disposición del 
núcleo de la célula, del retículo 
endoplasmático rugoso (cubierto de 
ribosomas) y del retículo endoplasmático 
liso. Por su parte, el aparato de Golgi y el 
retículo endoplasmático intercambian 
macromoléculas gracias al transporte 









Entre las funciones más importantes del retículo endoplasmático se encuentran el 
plegamiento y el transporte de proteínas de la ruta secretora, la biosíntesis de lípidos y el 
almacenamiento de calcio intracelular (Fagone & Jackowski, 2009; Ma & Hendershot, 2001; 




del retículo endoplasmático constituye un entorno único dentro de la célula. Por ejemplo, es 
aquí donde se encuentran las concentraciones más altas de calcio gracias al transporte 
activo de ATPasas de Ca2+. Además, dado su papel en el transporte y plegamiento de 
proteínas, existen una gran cantidad de chaperonas dependientes de calcio como GRP78 
(glucose-regulated protein, 78 kDa), GRP94 y calreticulina, que ayudan a la estabilización 
de los intermediarios proteicos que surgen durante el plegamiento (Kim, Xu, & Reed, 2008). 
Por otro lado, las proteínas de la ruta secretora suelen contener enlaces disulfuro. La 
formación de estos enlaces es llevada a cabo por proteínas disulfuro isomerasas (PDI) para 
lo cual es necesario un ambiente oxidante en el lumen reticular (Sevier et al., 2007). Otras 
modificaciones post-traduccionales, como glicosilaciones, también ocurren en el retículo 
endoplasmático.  
 
Sin embargo, el retículo endoplasmático es también un orgánulo implicado en 
señalización ya que es capaz de liberar el Ca2+ almacenado en respuesta a determinados 
estímulos, pudiendo influir en multitud de procesos celulares (Clapham, 2007).  
 
Morfológica y estructuralmente el retículo endoplasmático se puede dividir en 
retículo endoplasmático rugoso y retículo endoplasmático liso. El retículo endoplasmático 
rugoso tiene por lo general una apariencia tubular mientras que el liso suele tener una forma 
más enrevesada. Además, el retículo endoplasmático rugoso presenta una textura granular 
debido a que en su cara citoplasmática se encuentran unidos ribosomas. Por tanto, la 
función principal del retículo endoplasmático rugoso será la de la síntesis de proteínas, 
mientras que el retículo endoplasmático liso se encargará fundamentalmente de la síntesis 
de lípidos y del almacenamiento de calcio. Así, la abundancia relativa de cada uno vendrá 
determinada por las funciones del tipo celular en cuestión (Voeltz et al., 2002). 
 
Cabe también destacar que el retículo endoplasmático es una estructura muy 
dinámica que está íntimamente relacionada con todos los demás orgánulos de la célula, 
debido a la necesidad que éstos tienen de los lípidos que son sintetizados en el retículo y 
también a la señalización dependiente de calcio. Especialmente importante es la relación 
con la mitocondria, con la cual está físicamente conectado por medio de un 
subcompartimento especializado llamado membrana asociada a la mitocondria (MAM) 
(Vance, 1990). Esta estructura permite la comunicación bidireccional de ambos orgánulos 
controlando el flujo de metabolitos, de calcio intracelular, el transporte de proteínas, 
procesos de señalización y apoptosis (Hayashi & Su, 2007; Szabadkai et al., 2006). Muy 




físicamente, a través de vesículas, que permiten el transporte y las posteriores 
modificaciones bioquímicas en el Golgi de lípidos y proteínas. 
 
1.5.1.1 Estrés del retículo endoplasmático y la respuesta a 
proteínas mal plegadas 
Para asegurar el correcto plegamiento y ensamblaje de todas las proteínas que 
salen del retículo endoplasmático, la célula ha desarrollado mecanismos de control 
específicos en este orgánulo. 
 
El retículo endoplasmático es capaz de detectar y transmitir señales que se originen 
en cualquiera de los otros orgánulos de la célula. Gran variedad de factores pueden afectar 
la homeostasis del retículo y, por tanto, los procesos de plegado de proteínas, lo que 
desembocará en la acumulación de proteínas mal plegadas y estrés del retículo. Entre 
estos factores se encuentran: alteraciones en la regulación redox de la célula causadas por 
hipoxia o agentes reductores y oxidantes que pueden interferir con la formación de puentes 
disulfuro (Frand, Cuozzo, & Kaiser, 2000); privación de glucosa, probablemente, al influir en 
los procesos de glicosilación; alteraciones en la regulación de calcio del retículo, dada la 
naturaleza dependiente de calcio de muchas chaperonas (Ma & Hendershot, 2004); e 
infecciones por virus, debido al aumento de proteínas en el retículo como consecuencia de 
la síntesis de proteínas víricas (He, 2006). A parte, como vimos anteriormente, fallos en el 
proceso natural de transcripción y traducción así como mutaciones pueden dar lugar a 
estrés del retículo. 
 
Cabe destacar también que el estrés del retículo endoplasmático ha sido 
ampliamente relacionado con enfermedades neurodegenerativas (Lindholm, Wootz, & 
Korhonen, 2006; Hiderou Yoshida, 2007). Múltiples mecanismos parecen llevar a estrés del 
retículo durante estos procesos patológicos. Se ha descrito, por ejemplo, que los agregados 
proteicos característicos de estas enfermedades pueden interferir con el proteosoma, que 
inútilmente intenta degradarlos, de forma que se favorece la acumulación de proteínas mal 
plegadas en el retículo. Sin embargo, mecanismos más complicados pueden contribuir a la 
patogénesis. Algunos estudios indican que estos agregados proteicos son capaces de 
retener a componentes de las rutas de degradación de proteínas mal plegadas o del 
transporte vesicular, impidiendo estos procesos e induciendo estrés en el retículo (Cooper 
et al., 2006; Duennwald & Lindquist, 2008). Otros sin embargo apuntan a la bajada en la 
actividad de determinadas chaperonas implicadas en el plegamiento de proteínas, en 




neurodegenerativos (Uehara et al., 2006). 
 
Con el fin de mitigar este estrés en el retículo endoplasmático, la célula ha 
desarrollado una respuesta coordinada conservada a lo largo de la evolución denominada 
respuesta a proteínas mal plegadas ó UPR (del inglés, unfolded protein response) (Ron & 
Walter, 2007). Los primeros indicios de la existencia de este proceso de señalización 
intracelular vinieron de la observación de la activación selectiva de genes que codifican 
chaperonas residentes del retículo, al realizar manipulaciones farmacológicas y genéticas 
que llevan a un incremento de la carga de proteínas mal plegadas en el retículo (Kozutsumi, 
Segal, Normington, Gething, & Sambrook, 1988).  
 
Los principios de la UPR están actualmente bastante bien definidos. Un desequilibrio 
entre la carga de proteínas no plegadas que entran en el retículo y la capacidad de la 
maquinaria celular encargada de disminuir esta carga, dan lugar, a nivel celular, a la puesta 
en marcha de tres clases de respuestas protectoras: primero, se produce una reducción en 
la carga de proteínas que entran en el retículo, mediante la disminución de la síntesis de 
proteínas y su translocación dentro del mismo. Segundo, se produce un aumento de la 
capacidad para reducir la carga de proteínas mal plegadas del retículo, por medio de la 
activación transcripcional de genes involucrados en el plegado y degradación de proteínas. 
Finalmente, si la homeostasis proteica no puede restablecerse, se activa un tercer 
mecanismo de muerte celular mediante apoptosis (Ron & Walter, 2007). 
 
Las señales de estrés en el retículo endoplasmático son llevadas a través de la 
membrana del retículo hasta el citosol por medio de tres transductores distintos. Cada uno 
de ellos define una rama de señalización distinta de la UPR. Estos transductores son: IRE1 
(del ingles inositol-requiring protein-1), ATF6 (activating transcription factor-6) y PERK 
(protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase). Todos ellos son proteínas de 
membrana cuya parte no integrada expuesta al lumen del retículo es capaz de detectar el 
nivel de estrés de este orgánulo y transmitir la información a través de la membrana (Ron & 
Walter, 2007).  
 
Estos tres sensores son mantenidos en un estado inactivo cuando se encuentran 
unidos a la chaperona GRP78, más conocida como BiP (del inglés, immunoglobulin binding 
protein). BiP es un miembro de la familia de proteínas de estrés térmico 70 (Hsp70, del 
inglés heat shock protein 70) capaz de unirse de forma transitoria a proteínas que se están 




N-terminales de los tres sensores transmembranales del retículo se encuentran adheridas a 
BiP en el lumen del mismo, lo cual previene su agregación. Cuando en el retículo 
endoplasmático se acumulan proteínas mal plegadas, BiP libera estas proteínas de 
señalización para asistir como chaperona en el plegamiento de las proteínas mal plegadas, 
permitiendo así la oligomerización de los transductores y, de esta manera, la activación de 
la UPR (Kim et al., 2008). También se ha propuesto la unión directa de proteínas mal 
plegadas en el lumen del retículo a los distintos sensores como un mecanismo alternativo 
de la activación de estas proteínas de señalización (Credle, Finer-Moore, Papa, Stroud, & 
Walter, 2005).  
 
De forma conjunta, la activación de estos sensores conduce a una serie de eventos 
de transducción de señales que llevan al aumento de la expresión de determinadas 
chaperonas del retículo, a la inhibición de la entrada de proteínas en el retículo impidiendo 
la traducción del ARNm y a la aceleración de los procesos de exportación retrógrada de 
proteínas desde el retículo al citosol para su posterior ubiquitinación y degradación en el 





Figura 1.4. La respuesta de estrés 
a proteínas mal plegadas (UPR). 
Esquema del funcionamiento de la 
UPR, donde se muestran los tres 
receptores de la membrana del 
retículo implicados en su activación, 
IRE1, PERK y ATF6, y la posterior 
cascada de señalización disparada 
por los mismos, encaminada a 
mitigar el estrés causado en el 
retículo por la acumulación de 
proteínas mal plegadas. Ver en el 
texto principal la descripción de los 














A continuación, veremos de forma más detallada como funciona cada una de las ramas de 
la UPR: 
 
− IRE1: Es una proteína transmembrana tipo I de aproximadamente 100 
kDa que cuenta con actividad quinasa de serina/treonina y también endorribonucleasa. 
Cuando se produce estrés en el retículo endoplasmático, IRE1 oligomeriza en el plano de la 
membrana, permitiendo la trans-autofosforilación de los dominios quinasas yuxtapuestos. 
Cabe destacar que el único sustrato conocido del dominio quinasa de IRE1 es él mismo. La 
fosforilación de IRE1 produce un cambio alostérico de la proteína que deja expuesto el 
dominio endorribonucleasa. Esto permite el procesamiento endonucleolítico y escisión de 
un intrón intermedio del ARNm del factor de transcripción XBP1 (del inglés, X-box binding 
protein-1) en metazoos (H Yoshida, Matsui, Yamamoto, Okada, & Mori, 2001). El ARNm 
resultante del splicing codifica un factor de transcripción capaz de unirse al promotor de 
genes involucrados en la maduración y el plegamiento de proteínas, así como de genes 
relacionados con la salida del retículo y degradación en el citoplasma de proteínas no 
nativas. 
 
Igualmente, el propio IRE1 es capaz de degradar por medio de su dominio 
endorribonucleasa muchos ARNm, ayudando de esta forma a reducir directamente la carga 
proteica en el retículo (Hollien & Weissman, 2006). 
  
− PERK: Es una proteína transmembrana tipo I con actividad Ser/Thr 
quinasa. Cuando BiP detecta el mal plegamiento de proteínas en el retículo y libera PERK, 
se produce la oligomerización del receptor, lo que induce su trans-autofosforilación en el 
residuo Thr981, en el caso de humanos. Este proceso le confiere a PERK actividad 
catalítica completa, permitiéndole entonces fosforilar a la subunidad α del factor de 
iniciación de la traducción eucariota-2 (eIF2α) en el residuo Ser51. Esta fosforilación 
produce la inactivación de eIF2α resultando en una disminución de la traducción de ARNm 
y, por tanto, de la síntesis de nuevas proteínas (Harding, Zhang, & Ron, 1999).  
 
Sin embargo, hay que señalar que algunos ARNm, incluyendo el ARNm del factor 
de transcripción ATF4, son traducidos de manera más eficiente en condiciones en las que 
eIF2α está fosforilado (Vattem & Wek, 2004). ATF4 regula la transcripción de diversos 
genes implicados en la UPR, entre los que se encuentran BiP y GRP94. 
 




activación muy particular. Una secuencia hibrofóbica se ocupa del anclaje de esta proteína 
a la membrana del retículo endoplasmático en su forma inactiva. En condiciones de estrés, 
BiP libera ATF6 que es transportada al aparato de Golgi donde es cortada por dos 
proteasas distintas, S1P y S2P (del inglés, site 1 y site 2 protease). Como resultado de este 
proceso proteolítico, se libera al citosol el factor de transcripción ATF6-N (fracción N-
terminal de ATF6), que podrá entonces entrar en el núcleo para regular la expresión de 
genes de respuesta a estrés del retículo (J. Ye et al., 2000). Algunas proteínas inducidas por 
ATF6 incluyen BiP, XBP-1 y proteínas disulfuro isomerasas. 
 
Teniendo en cuenta el alto potencial tóxico de las proteínas mal plegadas o sin 
plegar que se acumulan en el retículo endoplasmático estresado, no es de extrañar que un 
retículo sobrecargado y estresado durante un período de tiempo suficientemente largo 
desemboque en muerte celular. De esta forma, se ha descrito que en metazoos, un estrés 
excesivo y prolongado provoca apoptosis (Szegezdi, Logue, Gorman, & Samali, 2006). 
 
Los mecanismos por los cuales el estrés en el retículo deriva en muerte celular no se 
conocen exactamente hoy en día, pero sin embargo, sí se sabe que CHOP (C/EBP 
homologous protein), diferentes miembros de la familia de proteínas Bcl-2 como Bak/Bax, 
caspasa-12 y JNK (c-jun NH2 terminal kinase) son algunos de los actores implicados en 
este proceso de apoptosis (Wu & Kaufman, 2006).  
 
CHOP es un factor de transcripción inducido por la ruta de PERK y que, en caso de 
estrés prolongado, inhibe la expresión de proteínas Bcl-2 anti-apoptóticas e induce la 
oxidasa Ero1α, que lleva a daño oxidativo del retículo. Igualmente, la oligomerización 
sostenida de IRE1 provoca la activación de la quinasa reguladora de la señal de apoptosis 
ASK1 y de su diana JNK, que activa la proteína pro-apoptótica BIM e inhibe las Bcl-2 anti-
apoptóticas. Además, la actividad endonucleolítica continuada de IRE1 llevaría a una 
reducción de ARNm y, con el tiempo, a una disminución de la capacidad para el 
plegamiento de proteínas del retículo (Shore, Papa, & Oakes, 2011). La liberación de calcio 
del retículo gracias a proteínas Bcl-2, como Bax/Bak, que pueden residir en la membrana 
del mismo parecen estar detrás de la iniciación de la apoptosis por estrés del retículo. 
 
También parece estar claro el papel de la mitocondria en la apoptosis inducida por 
estrés del retículo. El mecanismo preciso no se conoce exactamente pero parece haber 
implicación de proteínas BH3-only que activarían a las proteínas Bax/Bak, las cuales 




de ciertas proteínas tóxicas como citocromo c que, en última instancia, activarían caspasas 
efectoras (Boya, Cohen, Zamzami, Vieira, & Kroemer, 2002; Häcki et al., 2000). 
 
1.5.1.2 Plegamiento oxidativo 
La formación de puentes disulfuro intramoleculares es un proceso crítico en el 
plegamiento de proteínas de la ruta secretora y de membrana. Estos enlaces no sólo les 
confieren estabilidad en el complicado entorno extracelular sino que también permiten llevar 
a cabo determinadas funciones a las proteínas. La mayoría de los enlaces disulfuro 
formados en la célula se producen como consecuencia de reacciones de intercambio tiol-
disulfuro, donde dos electrones de un par de cisteínas reducidas son transferidos a un 
enlace disulfuro previamente formado. El intercambio provoca la oxidación de las cisteínas 
reducidas iniciales, que formarán un nuevo puente disulfuro, y la correspondiente reducción 
del enlace disulfuro que existía previamente (Tavender & Bulleid, 2010). 
 
En la célula eucariota, el plegamiento oxidativo tiene lugar en el lumen del retículo 
endoplasmático y es mediado por las enzimas PDI (Frand & Kaiser, 1999). Esta familia de 
proteínas se caracteriza por su localización en el retículo endoplasmático y la presencia de 
al menos un dominio con estructura tipo tiorredoxina, CXXC (Hawkins & Freedman, 1991). 
Los residuos de cisteína activos, al igual que en las tiorredoxinas, serán los encargados de 
permitir la oxidación, reducción o isomerización de enlaces disulfuro cambiando 
constantemente entre el estado tiol y disulfuro (Creighton, Hillson, & Freedman, 1980). 
 
Las PDI, para poder introducir puentes disulfuro, han de ser mantenidas en un 
estado oxidado. Esta función será llevada a cabo por Ero1 (del inglés, Endoplasmic 
Reticulum Oxidoreductin 1) que, de forma parecida a las PDI, tiene sitios activos con un par 
de residuos de cisteína capaces de alternar entre el estado tiol reducido y el disulfuro 
(Frand & Kaiser, 1999). Sin embargo, Ero1 contiene también un dominio FAD al cual puede 
transferir electrones para mantener su sitio activo oxidado. 
 
Para la formación de puentes disulfuro será muy importante, por tanto, mantener 
un ambiente oxidante dentro del retículo endoplasmático. A ello contribuyen tanto los niveles 
de Ero1 como de glutatión, que de manera natural se regulan para adaptarse a cambios en 
el estado redox del retículo (Sevier et al., 2007). Así, las reacciones catalizadas por Ero1 
suponen una pérdida neta de equivalentes reductores y, por tanto, una oxidación del 
retículo, ya que, para devolver a Ero1 a su forma oxidada activa, los electrones son 




Es importante señalar aquí que el plegamiento oxidativo y las PDI han sido 
previamente asociados a enfermedades neurodegenerativas. Se ha comprobado, por 
ejemplo, que los niveles de PDI se encuentran aumentados en pacientes de Parkinson 
(Conn et al., 2004) y que algunas cisteínas de las PDI en pacientes de enfermedades 
neurodegenerativas se encuentran nitrosiladas, lo cual afectaría su función (Uehara et al., 
2006). 
 
1.5.1.3 Degradación asociada al retículo endoplasmático 
(ERAD) 
Aquellas proteínas que finalmente no pueden ser plegadas a su forma nativa serán 
eliminadas por medio de un proceso denominado degradación asociada al retículo 
endoplasmático o ERAD (del inglés, Endoplasmic Reticulum-Associated Degradation). 
Durante este proceso, las proteínas mal plegadas serán exportadas fuera del retículo hacia 
el citoplasma para ser posteriormente destruidas por el sistema de ubiquitinación-
proteosoma. Como se muestra en la Figura 1.5, varios pasos comprenden esta ruta de 
degradación: reconocimiento del sustrato, marcaje, retrotranslocación, ubiquitinación y 
degradación en el proteosoma (Vembar & Bodsky, 2008).  
 
Modificada de Vembar, SS y Bodsky, JL. 2008 
Figura 1.5. La ruta de la ERAD. En la imagen se muestra de forma secuencial los distintos pasos de la ruta de la ERAD para 
la degradación de proteínas mal plegadas del retículo endoplasmático en el proteosoma. 
 
Desde un punto de vista termodinámico, la biogénesis de proteínas es un proceso 
energéticamente desfavorable y, dado que tanto el plegamiento como la degradación son 




con el de la degradación. Igualmente, desde un punto de vista fisiológico, en condiciones de 
estrés, promover la degradación de proteínas podría ser peligroso ya que se requeriría de la 
síntesis de novo de determinadas proteínas con funciones protectoras (Buchberger et al., 
2010). Es por ello que el reconocimiento de las proteínas que serán degradadas por ERAD 
debe estar sujeto a unos estrictos criterios de selección.  
 
Las proteínas podrán ser seleccionadas mediante el reconocimiento directo de un 
daño irreparable o mediante mecanismos indirectos basados en el tiempo que una 
chaperona emplea en intentar plegarlas. Aunque las bases moleculares de este proceso de 
discriminación no están del todo claras, se conocen muchos de los factores implicados. Así 
por ejemplo, en la conformación nativa, las zonas hidrofóbicas quedan ocultas en el interior 
de las proteínas con el fin de mantener el menor estado energético posible (Jahn & Radford, 
2005). Sin embargo, estas zonas quedan expuestas en un estado no plegado lo que 
favorece su agregación. Para minimizar este proceso tóxico para la célula, chaperonas 
moleculares, como los miembros de la familia Hsp70 (BiP entre ellos), son capaces de 
unirse a estos motivos hidrofóbicos. Este proceso es dependiente de ATP y requiere de co-
chaperonas de la familia Hsp40 y de factores intercambiadores de nucleótidos (Knittler, 
Dirks, & Haas, 1995; Nishikawa, Fewell, Kato, Brodsky, & Endo, 2001). 
 
La mayoría de la proteínas que se translocan dentro del retículo son modificadas, a 
la misma vez que son traducidas, por medio de un proceso de N-glicosilación con glucosa3-
manosa9-N-acetilglucosamina2 (Glc3Man9GlcNAc2) (Helenius & Aebi, 2004). Este 
oligosacárido le confiere estabilidad e hidrofilicidad a la nueva proteína, pero también sirve 
como una señal plástica de reconocimiento para las lectinas, señal que puede ser 
modificada por varias glucosidasas y glucosiltransferasas para indicar el destino final de la 
proteína. 
 
Las glucosidasas I y II eliminan las dos glucosas terminales de la molécula de 
Glc3Man9GlcNAc2, lo que permite el reconocimiento por parte de las lectinas calnexina y 
calreticulina, que ayudan en el plegamiento. Una vez el último residuo de glucosa es 
eliminado por glucosidasas II, la glicoproteína se separa de estas lectinas y es reconocida 
como plegada, por lo que será enviada a su destino. Por el contrario, aquellas que no han 
alcanzado su estado nativo son reconocidas por la enzima UDP-glucosa:glicoprotein 
glucosiltransferasa, la cual añade una nueva glucosa al glicano Man9GlcNAc2. Esto hace 
que la glicoproteína entre en un nuevo ciclo calnexina-calreticulina (Hebert, Foellmer, & 




manosidasa I y EDEMs (ER degradation-enhancing α- mannosidase-like lectins) recortarán 
el N-glicano dando lugar a las formas Man8GlcNAc2 y Man7GlcNAc2, respectivamente, 
dirigiéndolo así a la degradación por ERAD a través de la unión a las lectinas OS-9 y 
XTP3-B. De esta forma, los pasos de reconocimiento del sustrato y el marcaje son 
prácticamente indistinguibles dado que, como se ha sugerido recientemente, algunos 
factores necesarios para el reconocimiento del sustrato forman parte de complejos 
multiproteicos que están involucrados también en el marcaje (Vembar & Bodsky, 2008). 
 
Una vez separadas del grupo de polipéptidos correctamente plegados, las proteínas 
mal plegadas tienen que pasar al citosol para ser degradas en el proteosoma. Lo más 
probable es que la salida de polipéptidos a través de la membrana del retículo se produzca 
por medio de un canal, ya que, como varios estudios sugieren, las proteínas 
transmembrana Derlina-1, -2 y -3, que forman un macrocomplejo con la E3 ubiquitin ligasa 
asociada a retículo Hrd1, parecen definir un sitio de retrotranslocación en la membrana de 
este orgánulo (Lilley & Ploegh, 2004; Y. Ye, Shibata, Yun, Ron, & Rapoport, 2004). Es 
interesante señalar además, que las derlinas poseen cuatro segmentos transmembrana, por 
lo que podrían actuar como componentes de un canal, y que pueden asociarse tanto con 
factores luminales –EDEM por ejemplo- como con componentes citosólicos de la 
ERAD -como la AAA  ATPasa p97-, lo que proporcionaría un enlace físico entre 
reconocimiento y retrotranslocación. Sin embargo, no todos las proteínas degradadas por 
ERAD necesitan el complejo Derlina-Hrd1 para su degradación, por lo que seguramente, 
otros actores puedan entrar también en juego dependiendo del sustrato, como por ejemplo 
el complejo Sec61, que está implicado en la entrada de proteínas dentro del retículo y 
podría estar involucrado también en la retrotranslocación de, al menos, algunos sustratos 
de la ERAD (Pilon, Schekman, & Römisch, 1997). 
 
Al mismo tiempo que las proteínas van saliendo del retículo, éstas sufren un proceso 
de ubiquitinación con una o más moléculas de ubiquitina, que se unirán a residuos de lisina 
o serina/treonina. Esta ubiquitinación es necesaria para la dislocación de los polipéptidos y 
para su envío al proteosoma (Hiller, Finger, Schweiger, & Wolf, 1996). La ubiquitinación 
requiere de la acción de forma secuencial de tres tipos de enzimas distintos, una enzima 
activadora E1, una enzima conjugadora E2 y una E3 ubiquitin ligasa. Es importante señalar 
que la cadena de poliubiquitina debe alcanzar una longitud determinada antes de que la 





Aunque el proteosoma es capaz de retrotranslocar los sustratos en algunos casos, 
p97 en mamíferos y su homólogo Cdc48 en levaduras han sido descritos como los 
principales actores en este proceso (Rabinovich, Kerem, Fröhlich, Diamant, & Bar-nun, 
2002). El principal cofactor de p97 es un dímero formado por Ufd1 y Np14 con el que forma 
un complejo que contiene varios motivos de unión a ubiquitina. Como ya se ha comentado, 
el proceso de extracción de proteínas de la membrana del retículo y el de ubiquitinación 
ocurren, en la mayoría de los casos, de forma simultánea, y así, existen evidencias que 
indican que el propio p97 tiene afinidad por proteínas mal plegadas a las que enlazaría al 
asomar por el lugar de translocación. Esto impediría que el sustrato volviera al retículo y 
favorecería el proceso de ubiquitinación. Una vez las cadenas de ubiquitina han sido 
conjugadas al sustrato, éstas son reconocidas por los motivos de unión a ubiquitina del 
complejo, que extraería el polipéptido (Y. Ye, Meyer, & Rapoport, 2003). 
 
Finalmente, diferentes factores de unión a ubiquitina que son capaces de interactuar 
con la ATPasa Cdc48/p97 y el proteosoma de forma alternada, permiten el paso del sustrato 
al proteosoma para su posterior degradación (Richly et al., 2005). 
 
 
1.5.1.3.1 ERdj5, una chaperona de la familia de las 
tiorredoxinas involucrada en ERAD 
Los sustratos de la ruta de la ERAD necesitan ser exportados al citosol 
preferiblemente en su forma desplegada, debido a las limitaciones de tamaño del canal de 
retrotranslocación de la membrana del retículo. Frecuentemente, estos sustratos contienen 
enlaces disulfuro que, por tanto, tendrán que ser reducidos para permitir una 
retrotranslocación eficiente. 
 
ERdj5 es una proteína residente del retículo endoplasmático con actividad disulfuro 
reductasa, implicada en la reducción de enlaces disulfuro de proteínas mal plegadas para 
su degradación por ERAD (Ushioda, Hoseki, Araki, & Jansen, 2008). Su descubrimiento es 
relativamente reciente, y es un miembro más de la familia de las tiorredoxinas dado que 
posee varios dominios tiorredoxina con el sitio activo CXXC (Cunnea et al., 2003). Los dos 
residuos de cisteína de los extremos son residuos activos y serán los implicados en la 
reducción de los enlaces disulfuro. La secuencia de ERdj5 contiene además un dominio J 




hasta el momento, que cuenta con dominios J y dominios tiorredoxina en el mismo 
polipéptido. Además, ERdj5 es capaz de interaccionar y formar un complejo molecular con 
la proteína EDEM1, también involucrada en ERAD (Ushioda et al., 2008). 
 
 
Figura 1.6. Posible mecanismo de acción de ERdj5. Representación esquemática del plegamiento oxidativo de los nuevos 
polipéptidos y de la ERAD que sufren las proteínas mal plegadas del retículo. Después de sufrir las correspondientes 
modificaciones con residuos de glucosa y manosa, las proteínas irreversiblemente mal plegadas con N-glicanos Man8 serán 
transferidas de la calnexina a EDEM. Presumiblemente, ERdj5 enlazará con EDEM permitiéndose así la reducción de los 
puentes disulfuro de las proteínas mal plegadas. ERdj5 será capaz entonces de unirse a BiP a través de su dominio J y activar 
la hidrólisis del ATP de BiP, produciéndose la disociación de ambos. BiP mantendría y llevaría a los sustratos, en su forma 
reducida, al canal de retrotranslocación. 
 
 Aunque inicialmente se predijo que ERdj5 estaba compuesta por cuatro dominios 
tiorredoxina, la reciente determinación de la estructura tridimensional de ERdj5 de ratón ha 
revelado la existencia de otros dos dominios con plegamiento tipo tiorredoxina entre el 




embargo carecen del motivo redox activo CXXC (Hagiwara et al., 2011). Este mismo estudio 
ha sido capaz de concluir también, usando ERdj5 humano, que los dominios Trx3 y Trx4 
situados en la zona C-terminal son los dominios esenciales en la reducción de enlaces 
disulfuro, al menos con los sustratos utilizados en el estudio. Precisamente es en esta zona 
C-terminal donde se une EDEM1, lo que parece corroborar que ésta es, probablemente, la 
parte activa de ERdj5. Los otros dominios tiorredoxina seguramente tengan una función 
estabilizadora del polipéptido.  
 
El mecanismo que parece estar detrás de la acción de ERdj5 es el que se muestra 
en la Figura 1.6: los sustratos de la ERAD liberados por calnexina son llevados por EDEM1 
a la zona C-terminal de ERdj5. Los puentes disulfuro de las proteínas mal plegadas serán 
entonces reducidos en esta zona de ERdj5. Finalmente, BiP, que es capaz de unirse al 
dominio J por medio de un proceso dependiente de ATP, tomará el polipéptido extendido y 
lo transferirá al canal de retrotranslocación (Hagiwara et al., 2011). 
 
Sin embargo, todavía se desconoce el origen del poder reductor de ERdj5. Un 
candidato como fuente de equivalentes reductores para ERdj5 podría ser el glutatión 
presente en el retículo, pero otras posibilidades no pueden ser descartadas, ya que, por 
ejemplo, ha sido descubierta recientemente una flavoproteína del retículo asociada con 
degradación (ERFAD) que es capaz de interaccionar con ERdj5 (Riemer et al., 2009). 
 
 
1.6  C. elegans como organismo modelo 
Caenorhabditis elegans es un nematodo de forma cilíndrica no parasitario que vive 
en el suelo y que se alimenta principalmente de bacterias. Fue introducido como organismo 
modelo por primera vez a comienzos de la década de los 60 por Sydney Brenner (Brenner, 
1974), ganador del premio Nobel de Fisiología o Medicina en 2002, por sus estudios en 
biología del desarrollo, genética y neurobiología. Gracias al gran número de ventajas que 
este organismo ofrece, entre las que se encuentran su simplicidad anatómica, su pequeño 
tamaño y su corto ciclo de vida, C. elegans se convirtió rápidamente en un sistema modelo 
muy utilizado. 
 
La longitud del individuo adulto es de alrededor de 1mm y su diámetro de 80 µm. 




exclusivamente con Escherichia coli, lo que facilita enormemente su manejo en el 
laboratorio. Además, el genoma de C. elegans, el cual comprende unos cien millones de 
pares de bases, fue el primero de un organismo multicelular en secuenciarse 
completamente (C. Elegans Sequencing Consortium, 1998) y, sorprendentemente, es 
bastante parecido al humano: se estima que entre el 60-80% de sus genes tienen un 
homólogo humano. Debido a que su cuerpo es transparente a lo largo de todo su ciclo de 
vida, puede ser estudiado in vivo usando diferentes técnicas microscópicas no disponibles 
en otros organismos más complejos. Así, es posible seguir los procesos de división y 
muerte celular en animales vivos usando microscopía de contraste de interferencia 
diferencial (DIC), lo que ha permitido determinar el linaje celular completo de C. elegans (J. 
E. Sulston, Schierenberg, White, & Thomson, 1983). Además, tejidos y células individuales, 
como por ejemplo neuronas, pueden ser visualizados por medio de la expresión de una 
proteína fluorescente, por ejemplo GFP, como por vez primera realizaron el Dr. Martin 
Chalfie, y sus colegas en 1994 (Chalfie, Tu, Euskirchen, Ward, & Prasher, 1994), estudios 
por los que fueron galardonados con el premio Nobel de Química en 2008. El uso de GFP y 
otras proteínas fluorescente tiene otras muchas aplicaciones en C. elegans como pueden 
ser el análisis de patrones de expresión, el reconocimiento de secuencias reguladoras, el 
estudio de la plasticidad y función neuronal y la visualización de otros procesos fisiológicos 
y celulares (segregación de cromosomas, ciclo celular, estrés oxidativo, estrés en el retículo 
endoplasmático, etc.) (Hobert & Loria, 2006). 
 
En condiciones óptimas de alimento y temperatura, el ciclo de vida de C. elegans 
(Figura 1.7) tiene una duración de aproximadamente 3 días e incluye cuatro estadios de 
larva (L1-L4) y el estadio adulto, y su vida suele extenderse de dos a tres semana una vez 
llegado a adulto. Si por el contrario las condiciones no son favorables para el desarrollo, en 
el estadio L1-L2 se activa una ruta de desarrollo alternativa, y la larva L1 pasa a un estadio 
larvario llamado “dauer”. Estos animales son resistentes a estrés y capaces de sobrevivir 
durante varios meses en condiciones adversas, como falta de alimento, pudiendo entrar de 







Figura 1.7. Ciclo de vida de C. elegans. En esta imagen se muestra el ciclo de vida de C. elegans a 22ºC. Los 
números en azul junto a las flechas indican el tiempo que el animal pasa en cada estadio concreto. El tiempo 0 corresponde a 
la fertilización, produciéndose la primera división a los 40 minutos aproximadamente. Los huevos son expulsados al exterior 
alrededor de 150 minutos después de la fertilización, en el estado de gástrula. La longitud del animal en cada estadio se 
muestra junto al nombre del estadio concreto entre paréntesis.   
 
C. elegans tiene cinco pares de autosomas y un par de cromosomas sexuales, 
existiendo dos sexos distintos: hermafrodita (5AA, XX) y macho (5AA, X0), siendo la 
proporción de estos últimos alrededor del 0.1% de la población total. Esta característica 
permite el mantenimiento de una progenie genéticamente idéntica a partir de la 
autofertilización de hermafroditas, o por el contrario, cruces genéticos utilizando machos. 
Una hermafrodita es capaz de dar una progenie de entre 300 a 350 individuos. 
 
C. elegans presenta un linaje celular invariable, que en el caso del hermafrodita 
adulto es de 959 células somáticas y de 1031 en el macho. Sorprendentemente, un tercio 
del total de células, 302 en concreto para el hermafrodita, son neuronas, cuyas sinapsis y 
conectividades han sido mapeadas al completo, haciendo de este nematodo un organismo 
modelo muy interesante para estudios relacionados con aspectos moleculares y funcionales 





Figura 1.8. Anatomía de un hermafrodita y un macho adulto de C. elegans. A) Imagen DIC de un hermafrodita adulto. 
B) Representación esquemática de las estructuras anatómicas más importantes de un nematodo hermafrodita. 
C) Representación esquemática de las estructuras anatómicas más importantes de un nematodo macho. Para todos los casos 
se representa el lado lateral izquierdo. 
 
Es importante resaltar que una información detallada y exhaustiva relativa a la 
estructura de los genes, patrones de expresión, interacciones proteicas, fenotipos de los 
mutantes y ARN de interferencia (ARNi) está disponible online. La manipulación genética 
del animal se puede realizar de manera muy sencilla por medio de microinyección, 
bombardeo genético o ARNi. La técnica de ARNi utilizando ARN de doble cadena fue 
descrita por primera vez por los Dr. Andrew Fire y Craig Mello (Fire et al., 1998), 
descubrimiento por el cual fueron galardonados con el premio Nobel de Fisiología o 
Medicina en 2006. En la actualidad, es especialmente simple de utilizar, ya que basta con 
alimentar a los nematodos con la bacteria que produce el correspondiente ARN de doble 
cadena para obtener un efecto estable y robusto en la mayoría de los casos (Timmons, 
Court, & Fire, 2001).  
 
Las obvias ventajas que ofrece C. elegans, junto con la alta homología encontrada 
entre su genoma y el de humanos, y el hecho de que las principales rutas de señalización 
de ambos están sorprendentemente conservadas, se han plasmado en la generación de 
estirpes transgénicas que recapitulan muchas enfermedades que afectan a humanos, entre 




42% de los genes asociados a enfermedades humanas tienen un ortólogo en C. elegans, 
incluyendo genes relacionados con la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de 
Parkinson, la enfermedad del riñón poliquístico y cáncer de colón hereditario, entre otras 
(Markaki & Tavernarakis, 2010). El estudio de muchos de estos genes en C. elegans ha 
contribuido enormemente en el avance del entendimiento de la regulación de las rutas 
implicadas en estas enfermedades.  
 
1.6.1 C. elegans como modelo de enfermedades neurodegenerativas 
A lo largo de los años se han desarrollado multitud de modelos con el propósito de 
facilitar el estudio de los mecanismos celulares y moleculares subyacentes a las 
enfermedades neurodegenerativas, y de disponer de herramientas donde poder evaluar los 
resultados obtenidos previamente por medio de análisis genéticos humanos. 
 
Así, por ejemplo, en la actualidad se utilizan una gran variedad de líneas celulares 
humanas neuronales y no neuronales para el análisis de determinados aspectos 
relacionados con estos desórdenes, y para testar la eficacia de nuevos tratamientos 
terapéuticos. Sin lugar a dudas, estos ensayos son de gran utilidad en el estudio de los 
mecanismos moleculares específicos asociados, pero sin embargo, con el uso de células de 
cultivo no se pueden reproducir las complejas interacciones que surgen entre los distintos 
tipos celulares, que sólo se pueden conseguir usando organismos completos. 
 
Por esta razón, los investigadores han recurrido a numerosos modelos animales, 
asumiendo el hecho de que los mecanismos patológicos fundamentales detrás de la 
enfermedad humana están también presentes en estos modelos. En línea con esta idea, 
existe una alta correlación entre los síntomas ligados a estas patologías y la reducción de 
las capacidades cognitivas de los animales utilizados en modelos de mamíferos (Götz et al., 
2004; Meredith, Sonsalla, & Chesselet, 2008). No obstante, aunque los modelos en 
mamíferos han dado lugar a grandes avances en el conocimiento de determinados 
aspectos de estas enfermedades, la complejidad de su cerebro así como las limitaciones 
experimentales derivadas de su uso, entre las que se encuentran el elevado coste 
económico y temporal asociado a la generación de transgénicos en mamíferos, suponen un 
obstáculo importante en el análisis de muchos de los factores que participan en las 
enfermedades neurodegenerativas in vivo.  
 
Teniendo en cuenta todos estos motivos y el hecho de que muchos de los genes 




pueden ser fácilmente estudiadas en organismos modelos simples, el frente de batalla de 
este esfuerzo se empieza a derivar hacia el uso de invertebrados modelo.  
 
La utilidad de C. elegans como modelo de enfermedades neurodegenerativas queda 
patente por el hecho de que numerosas rutas implicadas en estas patología han sido 
identificadas gracias al estudio con este nematodo. Así por ejemplo, la investigación con 
C. elegans ha permitido determinar la participación de la ruta de la insulina/IGF-1 en la 
toxicidad asociada a poliQ o a Aβ (Cohen, Bieschke, Perciavalle, Kelly, & Dillin, 2006; Hsu, 
Murphy, & Kenyon, 2003), resultados que han podido ser confirmados posteriormente en 
mamíferos (Cohen et al., 2009). Igualmente, el trabajo con modelos de Parkinson en 
C. elegans ha contribuido a desentrañar como la α-syn es capaz de bloquear el tráfico 
vesicular entre el retículo endoplasmático y el aparato de Golgi, uno de los mecanismos 
celulares implicados en la toxicidad de este péptido (Cooper et al., 2006). 
 
1.6.1.1. Modelos de Alzheimer 
Varias estirpes transgénicas que recapitulan muchas de las características 
asociadas a esta enfermedad han sido desarrolladas en C. elegans. En la mayoría de estos 
modelos, la proteína humana Aβ se sobrexpresa de forma constitutiva o inducible en células 
musculares o en neuronas (C. Link, 2003; C. D. Link, 1995; Treusch et al., 2011). En 
humanos, el péptido Aβ se genera a partir del procesamiento de APP, que ocurre durante la 
ruta secretora. Así, el Aβ se libera secuencialmente a la red del trans-Golgi, a endosomas y, 
de aquí, al espacio extracelular. En este momento, el péptido Aβ será capaz de 
interaccionar con la membrana plasmática para sufrir endocitosis y, nuevamente, transporte 
vesicular dentro de la célula (Thinakaran & Koo, 2008). C. elegans carece de un homólogo 
de la β-secretasa, por lo que es imposible imitar el procesamiento de APP en el nematodo. 
Con el fin de reproducir el tráfico entre múltiples compartimentos de la célula en los modelos 
de Alzheimer en C. elegans, el péptido Aβ lleva fusionado una señal diana en su extremo N-
terminal que lo envía al retículo endoplasmático, de forma que después de entrar en el 
retículo y eliminar esta secuencia, el Aβ circulará a través de la ruta secretora, debido a que 
no lleva una secuencia de retención en el mismo. Sin embargo, en estos modelos, aunque 
el péptido Aβ es enviado a la ruta secretora como demuestra el hecho de que el péptido 
señal es eliminado de forma adecuada (C. D. Link, 1995), no se produce su salida al 
espacio extracelular (o es reabsorbido de forma muy eficiente), acumulándose 
principalmente en el citoplasma, probablemente debido a que el péptido es reconocido 
como una proteína aberrante y se evita su secreción al espacio extracelular (C. D. Link et 




De esta forma, la sobrexpresión de Aβ en células musculares del nematodo provoca 
la agregación de la proteína y la formación de cuerpos amiloideos en el citoplasma celular y 
un fenotipo de parálisis progresiva, características que se relacionan con la aparición de 
placas seniles en los cerebros afectados y deficiencias motoras en personas que 
manifiestan la enfermedad. La expresión del péptido Aβ se dirige de forma específica a 
células musculares mediante el uso de los promotores de los genes unc-54 y myo-3, que 
codifican para cadenas pesadas de miosina (Miller, Stockdale, & Karn, 1986). 
Recientemente han sido descritas varias estirpes que sobrexpresan Aβ específicamente en 
neuronas glutamatérgicas de C. elegans lo que desencadena la degeneración de las 
mismas, así como defectos en el comportamiento del nematodo (Dosanjh, Brown, Rao, 
Link, & Luo, 2010; Treusch et al., 2011). 
 
Existe otro modelo de Alzheimer en C. elegans, generado mediante la sobrexpresión 
de la proteína tau humana de forma pan-neuronal, que también presenta un fenotipo de 
neurodegeneración y deficiencias motoras como consecuencia de la acumulación de la 
forma hiperfosforilada de la proteína (Kraemer et al., 2003). 
 
1.6.1.2 Modelos de Parkinson 
Las rutas implicadas en el procesamiento, empaquetado y transporte de dopamina 
se han conservado durante la evolución, lo que sugiere que C. elegans podría ser un 
modelo válido para los estudios relacionados con la degeneración de neuronas 
dopaminérgicas. Siguiendo una estrategia similar a la desarrollada para los modelos de 
Alzheimer, se han caracterizado estirpes transgénicas de C. elegans que sobrexpresan 
tanto las formas silvestres como mutadas de α-syn en células musculares y en neuronas 
dopaminérgicas (Hamamichi et al., 2008; Karpinar et al., 2009; van Ham et al., 2008).  
 
Aunque detectar la agregación de α-syn en neuronas es complicado, la expresión de 
α-syn fusionada a GFP en células musculares, bajo el control del promotor de unc-54, 
permite el fácil seguimiento de la formación de agregados de α-syn::GFP en el citoplasma 
de las células. Por otro lado, la sobrexpresión de α-syn humana en las neuronas 
dopaminérgicas del nematodo conduce a la degeneración de estas neuronas, por lo que, al 
igual que los modelos de Alzheimer, estos animales transgénicos recapitulan muchas de las 
características observadas en humanos. C. elegans, además, presenta la ventaja de poseer 
tan sólo 8 neuronas dopaminérgicas en el hermafrodita, 6 de ellas anteriores (lo que incluye 
4 neuronas llamadas CEP y 2 llamadas ADE) y 2 posteriores (llamadas PDE), lo cual facilita 




neurodegeneración inducida por α-syn se consigue en estos modelos mediante la co-
expresión de GFP (que permite la identificación de las neuronas dopaminérgicas) y α-syn 
bajo el control del promotor de gen dat-1, que codifica un transportador de membrana de 
dopamina y que se expresa específicamente en neuronas dopaminérgicas (Jayanthi et al., 
1998). 
 
1.6.1.3 Modelos de enfermedades de poliglutamina 
Para estudiar los procesos por los que la agregación de proteínas con expansiones 
de poliQ es capaz de alterar algunas funciones neuronales, diversas líneas transgénicas de 
C. elegans han sido generadas. Así, por ejemplo, se ha recurrido a la expresión en 
neuronas de C. elegans de fragmentos de huntingtina humana, la proteína relacionada con 
la enfermedad de Huntington, fusionados a expansiones de poliglutamina, lo cual resulta en 
neurodegeneración y alteraciones de la conducta del animal (Bates, Victor, Jones, Shi, & 
Hart, 2006; Faber, Alter, MacDonald, & Hart, 1999). Sin embargo, para el estudio de las 
enfermedades de poliglutamina de una manera más general, se han desarrollado diferentes 
estirpes transgénicas que sobrexpresan proteínas fluorescentes fusionadas a expansiones 
de poliglutamina de distintos tamaños, ya que se ha demostrado que la simple adición de 
expansiones de poliglutamina a una proteína fluorescente, como GFP o YFP, es capaz de 
inducir la agregación de la proteína (Morley, Brignull, Weyers, & Morimoto, 2002). La fusión 
a una proteína fluorescente permite además el seguimiento de la formación de agregados in 
vivo en el nematodo. 
 
Como en los modelos anteriores, estas fusiones de poliQ pueden ser expresadas en 
músculo y en neuronas, dando lugar a la agregación de estas proteínas en el citoplasma 
celular y a deficiencias motoras y de desarrollo (Gidalevitz, Ben-Zvi, Ho, Brignull, & 
Morimoto, 2006; Morley et al., 2002; van Ham et al., 2010), fenotipos que pueden ser 
analizados fácilmente. 
 
Además, estos modelos de enfermedades de poliglutamina muestran una 
agregación y toxicidad que también depende de la longitud de las expansiones de poliQ. La 
agregación y la disfunción celular suelen ocurrir, al igual que en humanos, a partir de 40 
residuos de glutamina, aunque este umbral puede cambiar dependiendo de la edad del 
































































Teniendo en cuenta la imposibilidad de estudiar en la mayoría de los organismos 
modelos utilizados más comúnmente la inactivación de los genes de los sistemas 
tiorredoxina, debido a la inducción de fenotipos de letalidad embrionaria/larvaria, el objetivo 
general de esta tesis fue determinar si se podría establecer el nematodo C. elegans como 
organismo modelo para el estudio de la implicación de las tiorredoxinas en diferentes 
enfermedades neurodegenerativas, así como estudiar el papel protector del gen de la 
familia de las tiorredoxinas dnj-27, ortólogo del gen ERdj5 de mamífero, en diferentes 
modelos de estas enfermedades en el nematodo. Para alcanzar estos objetivos generales 
se siguieron los siguientes objetivos específicos: 
 
1. Determinar la participación de los genes de las familias de las tiorredoxinas, las 
glutarredoxinas y las peroxirredoxinas en los fenotipos patológicos asociados a 
distintos modelos de enfermedades neurodegenerativas en C. elegans. 
2. Analizar los patrones de expresión a nivel celular y subcelular del gen dnj-27, y 
su posible implicación en el estrés del retículo endoplasmático. 
3. Estudiar la influencia de este gen sobre los fenotipos de toxicidad y agregación 
asociados a los modelos de enfermedades neurodegenerativas en el nematodo. 
4. Examinar la posible conservación en organismos superiores del papel protector 
de dnj-27 expresando el gen humano ERdj5 en los diferentes modelos de 
enfermedades neurodegenerativas. 
5. Identificar los posibles mecanismos por los que dnj-27 ejerce su función 




























































































3.1  Evaluación de fenotipos en estirpes transgénicas de modelos de 
Alzheimer y Parkinson sometidas a ARNi de genes de la familia de las 
tiorredoxinas, las glutarredoxinas y las peroxirredoxinas en C. elegans 
La implicación del estrés oxidativo en el desarrollo de las enfermedades 
neurodegenerativas ha sido claramente demostrada (Mattson, 2004; Reddy & Reddy, 2011; 
Reynolds et al., 2007). Como hemos visto anteriormente, las tiorredoxinas se encuentran 
entre las principales defensas antioxidantes de tipo enzimático y están íntimamente 
relacionadas con las glutarredoxinas y las peroxirredoxinas. 
 
Varios estudios señalan a las tiorredoxinas como enzimas que podrían jugar un 
papel protector en el desarrollo y la progresión de diversas enfermedades 
neurodegenerativas (Akterin et al., 2006; Umeda-Kameyama et al., 2007) . Sin embargo, la 
mayoría de estos análisis han sido desarrollados a nivel celular, in vitro o en muestras 
postmortem, y la información acerca del efecto de las tiorredoxinas in vivo es bastante 
limitada. Esto es debido fundamentalmente a que la inactivación de los genes de los 
sistemas tiorredoxina produce un fenotipo de letalidad embrionaria/larvaria en la mayoría de 
los organismos modelos utilizados más comúnmente, como ratón o Drosophila 
melanogaster (Missirlis et al., 2002; Nonn et al., 2003). 
 
Por todo ello, decidimos empezar nuestro estudio haciendo un análisis fenotípico de 
las estirpes transgénicas que recapitulan las enfermedades de Alzheimer y Parkinson 
sometidas a ARNi de todos los genes de la familia de las tiorredoxinas, las glutarredoxinas y 
las peroxirredoxinas conocidos en C. elegans, para buscar una posible implicación de los 
mismos en estos desórdenes a nivel de un organismo completo. Los distintos miembros de 
las familias de las glutarredoxinas y de las peroxirredoxinas incluidos en este estudio, ya 
estaban descritos en www.wormbase.org, pero no así todas las tiorredoxinas. Por esta 
razón, en primer lugar se procedió a la identificación de todos los posibles miembros de la 
familia de las tiorredoxinas. Para dicha identificación se buscaron en el proteoma de 
C. elengans proteínas que contuviesen la secuencia del sitio activo conservado tiorredoxina 
CGPC, mientras que las tiorredoxinas reductasas se eligieron por la presencia del sitio 
activo conservado CVNVGC correspondiente a estas enzimas. La Tabla 3.1 muestra todos 
los genes de las familias tiorredoxina, glutarredoxina y peroxirredoxinas incluidas en este 
estudio. 
 
Para este análisis inicial, utilizamos como estirpe modelo de Alzheimer la estirpe 




array integrado dvIs27 (ver apartado 6.1.1 del capítulo Materiales y Métodos) en células 
musculares del nematodo, bajo el control del promotor del gen myo-3 (C. Link, 2003), y que 
además incluye la mutación rrf-3 (pk1426) que confiere hipersensibilidad al ARNi (Simmer et 
al., 2002). Como se ha mencionado en apartados anteriores, la expresión de Aβ en las 
células musculares de C. elegans produce la parálisis progresiva del animal. En este caso, 
la inducción de la expresión de Aβ es dependiente de temperatura, de forma que la 
expresión se consigue al crecer los animales a temperaturas superiores a 20ºC, gracias a 
que esta estirpe contiene el alelo sensible a la temperatura cc546 del gen smg-1, que forma 
parte del sistema de vigilancia de ARNm de C. elegans (sistema smg-1 (Mango, 2001)). Así, 
en el transgen dvIs27, la secuencia 3´ UTR del ARNm de Aβ es más larga de lo común, lo 
cual resulta en un ARNm inestable que será degradado por el sistema smg-1 a temperatura 
no restrictiva. Temperaturas superiores a los 20ºC producen la inactivación del alelo de 
smg-1 permitiendo la subsecuente traducción del ARNm de Aβ (C. Link, 2003).  
 
Durante estos ensayos, los animales silenciados con los distintos ARNi fueron 
crecidos a 16ºC hasta el estadio larvario L3, y entonces transferidos a una temperatura de 
23ºC ó 25ºC para permitir la inducción de Aβ. Este protocolo posibilita un análisis rápido del 
efecto de los distintos ARNi sobre el fenotipo de parálisis asociado a la expresión de Aβ, ya 
que los animales empiezan a paralizarse a las 24-48 horas del choque térmico, 
produciéndose la parálisis de todos los animales en apenas 12 horas desde la aparición del 
fenotipo en los primeros animales.  
 
Como se puede observar en la tabla 3.1, varios de los genes incluidos en el estudio 
provocaron un aumento claro y reproducible de la parálisis inducida por Aβ al silenciarse por 
ARNi. Estos genes incluyen trxr-1, trxr-2, trx-3 y dnj-27 dentro del grupo de la familia de las 
tiorredoxinas, gsr-1 dentro de la familia de las glutarredoxinas y glutatión reductasas, y 
prdx-3 y prdx-6 dentro del grupo de la familia de las peroxirredoxinas. Sorprendentemente, 
hubo incluso un miembro de la familia de las tiorredoxinas, trx-1, cuyo silenciamiento 
provocó una mejoría del fenotipo de parálisis de la estirpe CL647. 
Seguidamente, procedimos a evaluar el papel de estos genes en un modelo de la 
enfermedad de Parkinson en C. elegans. En este análisis inicial, utilizamos la estirpe 
transgénica UA50 (ver apartado 6.1.1 del capítulo Materiales y Métodos), que expresa la 
proteína humana α-syn fusionada a GFP en las células musculares del nematodo, la cual 
agrega en el citoplasma de dichas células conforme el animal envejece (Hamamichi et al., 
2008). En la tabla 3.1 se puede observar que sólo el silenciamiento por ARNi de un gen 




temporal de agregación de α-syn::GFP. El silenciamiento de varios genes de la familia de 
las glutarredoxinas (gsr-1, glrx-10, glrx-21 y glrx-22) así como el de una peroxirredoxina 
(prdx-2) también produjeron un aumento de la agregación de α-syn::GFP. 
 
Tabla 3.1. Efecto del silenciamiento por ARNi de los genes de las familias tiorredoxina, glutarredoxina y 















































































Aquellos casos en los que el ARNi del gen en cuestión no produjo ningún efecto están representados por un guión. 
a 
No se pudo ensayar porque el tratamiento con ARNi produce un fenotipo de letalidad o de arresto larvario. 
 
De estos resultados se puede extraer que, de todos los genes ensayados, 
solamente dos, dnj-27 y gsr-1, parecen tener un papel protector en los dos modelos de 
enfermedades neurodegenerativas utilizados. De ellos, tan sólo dnj-27 forma parte de la 
familia de las tiorredoxinas, mientras que gsr-1 codifica para la glutatión reductasa de 
C. elegans. Por tanto, dado que dnj-27 es el único miembro de la familia tiorredoxina con 
una potencial función protectora en ambos modelos, decidimos centrar todos nuestros 
esfuerzos en el estudio del impacto de este gen en distintos modelos de enfermedades 






3.2 dnj-27 es el ortólogo en C. elegans del gen ERdj5 de mamífero 
El gen dnj-27 de C. elegans fue identificado hace algunos años por nuestro grupo 
como el ortólogo del gen humano ERdj5, por medio de una aproximación in silico (Cunnea 
et al., 2003). Como se puede observar en la Figura 3.1, las secuencias de aminoácidos de 
las proteínas DNJ-27 y ERdj5, presentan una alta homología con una identidad compartida 












Ambas proteínas constan de un dominio DnaJ/Hsp-40 en su extremo amino terminal 
(que, en humanos, se ha demostrado interactúa físicamente con proteínas Hsp70 como 
BiP), seguido de cuatro dominios tiorredoxina, cada uno de ellos conteniendo un motivo 
redox CXXC (Fig. 3.2). Recientemente, el análisis tridimensional de la proteína ERdj5 de 
ratón ha revelado la existencia de otros dos dominios con plegamiento tipo tiorredoxina 
(Trxb1 y Trxb2) entre el primer y el segundo dominio tiorredoxina (Trx1 y Trx2), que sin 
embargo carecen del motivo redox activo CXXC (Hagiwara et al., 2011). Estos dos nuevos 
dominios tiorredoxina están también presentes en la secuencia de DNJ-27 (Fig. 3.2). 
 
 
Figura 3.2. Comparación de los dominios de las proteínas ERdj5 humana y DNJ-27 de C. elegans. Los números encima 
de los diferentes dominios indican el residuo aminoacídico dentro de la proteína. Las cajas azules representan dominios 
tiorredoxina con sitios redox activos CXXC, mientras que las cajas rosas representan dominios tiorredoxina que no contienen 
ningún sitio activo CXXC identificable pero que mantienen el plegamiento tipo tiorredoxina (Hagiwara et al., 2011). La 
secuencia de los respectivos sitios redox activos se muestra encima de los dominios correspondientes, resaltándose en rojo el 
sitio activo tiorredoxina CGPC canónico. La abreviatura PS al principio de las secuencias se refiere al péptido señal 
N-terminal, mientras que las secuencias HDEL y KDEL son los respectivos tetrapéptidos responsables de la retención de las 
proteínas en el lumen del retículo endoplasmático (Lewis & Pelham, 1990). 
 
En primer lugar, procedimos a determinar cuáles son los tipos celulares y los tejidos 
del nematodo donde dnj-27 se expresa. El estudio de la expresión de dnj-27 se realizó 
primero mediante la generación de animales transgénicos conteniendo el transgen 
Pdnj-27::GFP, el cual permite la expresión de GFP bajo el control del promotor de dnj-27. 
De manera similar a ERdj5 en mamíferos, DNJ-27 muestra un patrón de expresión bastante 
ubicuo. De esta forma, aunque Pdnj-27::GFP se expresa fundamentalmente en células 
musculares de la vulva y la faringe, como se indica en www.wormbase.org, un análisis más 
detallado nos permitió determinar también expresión de dnj-27, a niveles más bajos, en 
otros tejidos como células de la pared muscular, intestino, células de la cubierta de la 
gónada, recto e hipodermis (Fig. 3.3). 
 
 
1(Viene de la página anterior) Los asteriscos debajo de las secuencias y el color gris oscuro indican residuos idénticos. Con 
uno o dos puntos se indican residuos conservados entre las dos secuencias, siendo los dos puntos el mayor grado de 
conservación. Los sitios activos de los dominios tiorredoxinas se muestran dentro de los rectángulos rojos. Se utilizó el método 
Clustal W en UnitProt.org para realizar el alineamiento de las secuencias. Los números a los lados de las secuencias indican 






Figura 3.3. Patrón de expresión del transgen Pdnj-27::GFP. Fotos de animales transgénicos tomadas con DIC (A-F) y 
fluorescencia (A´-F´). Barra = 50 µm. 
 
Cabe destacar, que las secuencias de ERdj5 y DNJ-27 contienen en el extremo 
N-terminal un péptido señal de entrada en el retículo y una señal de retención en el mismo 
en su extremo C-terminal, lo que sugiere una localización en el lumen del retículo 
endoplasmático para ambas proteínas. La secuencia de retención en el retículo de ERdj5 es 
KDEL mientras que la de DNJ-27 es la secuencia HDEL. Ambas secuencias son 
equivalentes en su función (Lewis & Pelham, 1990). Por ello y para confirmar esta 
localización subcelular, construimos el transgen Pdnj-27::dnj-27::YFP::KDEL que permite la 
expresión de DNJ-27 fusionado a la proteína fluorescente YFP que, a su vez, porta la 
secuencia de retención en el retículo KDEL en su extremo C-terminal. Como se puede 
observar en la Figura 3.4, este marcador muestra un patrón de expresión reticular en el 
citoplasma de las células musculares, compatible con una localización en el retículo 
endoplasmático. La expresión simultánea en nematodos transgénicos Pdnj-27::dnj-
27::YFP::KDEL  del marcador de retículo endoplasmático de C. elegans mCherry::TRAM-1 
(una proteína localizada en la membrana del retículo implicada en la translocación de 
proteínas) (Tian et al., 2010), expresado bajo el control del promotor de myo-3, nos permitió 
corroborar la localización de DNJ-27 en el lumen del retículo, ya que, como se muestra en 









Figura 3.4. Localización de la proteína de fusión DNJ-27::YFP::KDEL en el retículo endoplasmático. Utilizando animales 
transgénicos que co-expresan los transgenes Pmyo-3::mCherry::TRAM-1 (canal rojo) y Pdnj-27::dnj-27::YFP::KDEL (canal 
verde), se pudo determinar que ambas proteínas colocalizan en el lumen del retículo endoplasmático de células musculares 
de C. elegans, como se demuestra por el color amarillo de las imágenes fundidas. Barra = 20 µm.  
 
Por otro lado, se sabe que la UPR -la ruta celular encargada de aliviar el estrés del 
retículo endoplasmático- y la ERAD -implicada en la degradación de proteínas no nativas 
del retículo- están íntimamente coordinadas (Travers et al., 2000). De esta forma, ERdj5, al 
igual que otras proteínas involucradas en ERAD, se induce al utilizar sustancias que 
provocan estrés en el retículo y activación de la UPR (Cunnea et al., 2003). Con el fin de 
demostrar una posible regulación de la expresión de dnj-27 por estrés del retículo también 
en C. elegans, tratamos animales transgénicos que expresan el marcador Pdnj-27::GFP con 
tunicamicina, un inductor típico de estrés en el retículo endoplasmático (Shen et al., 2001). 
El tratamiento de estos animales con 10, 20 o 30 µg/ml de tunicamicina dio como resultado 
una fuerte inducción de GFP (Fig. 3.5), confirmando el aumento de la expresión de dnj-27 
como consecuencia de la inducción de estrés en el retículo. Para determinar la ruta de la 
UPR por la que se produce esta inducción de dnj-27, silenciamos mediante ARNi los genes 
ire-1, xbp-1, atf-6 y pek-1 (ortólogos en C. elegans de los genes IRE1, XBP1, ATF6 Y PERK 
de mamífero). Como se puede observar en la Figura 3.5, IRE-1 y XBP-1 son necesarios 
para la inducción de dnj-27 por tunicamicina, mientras que ATF-6 y PEK-1 son 
prescindibles. Es importante apuntar aquí que la inducción de dnj-27 por medio de esta vía 
está en consonancia con una posible implicación en ERAD, ya que la ruta IRE-1/XBP-1 ha 
sido específicamente implicada en la inducción de la transcripción de otros genes 
relacionados con ERAD, como por ejemplo EDEM (Hiderou Yoshida et al., 2003), que forma 
parte, junto con ERdj5, del mismo complejo supramolecular implicado en la reducción de 





Figura 3.5. Inducción del transgen Pdnj-27::GFP por la ruta de la UPR, activada mediante el tratamiento con el 
inductor de estrés en el retículo endoplasmático tunicamicina (30 µg/ml). El tratamiento con tunicamicina induce la 
expresión de GFP, la cual es inhibida en animales en los cuales la ruta de señalización ire-1/xbp-1 de la UPR ha sido 
silenciada con ARNi. Barra = 400 µm. 
 
El posible papel que DNJ-27 pueda desempeñar en ERAD queda así probado de 
una manera indirecta. No obstante, uno de los mayores problemas a los que nos hemos 
enfrentado durante el desarrollo de esta tesis es la escasa disponibilidad de herramientas 
para estudiar la ruta de la ERAD en C. elegans. Por ello, nos propusimos confirmar la 
implicación de dnj-27 en ERAD de una forma más directa generando nosotros mismos una 
batería de construcciones con el gen cpl-1 fusionado a YFP (ver apartado 6.3 del capítulo 
Materiales y Métodos). cpl-1 es un gen de C. elegans que codifica para una cisteín proteasa 
catepsina tipo L (Hashmi et al., 2002). Este tipo de proteasas son sintetizadas en el retículo 
endoplasmático, dando lugar inicialmente a una pro-enzima no madura. Para que la enzima 
alcance su estado maduro final habrá de eliminarse una región situada en la zona 
N-terminal de la pro-enzima llamada pro-región, a la que se le atribuyen funciones en el 
plegamiento y en el transporte de la enzima. Estudios previos han demostrado como la 
introducción de algunas mutaciones en la pro-región del gen que codifica para la proteína 
humana homóloga (CPL-1), convierten a esta enzima en un sustrato luminal de ERAD 
(Kreusch et al., 2000). Un estudio reciente ha demostrado como la introducción de las 
mutaciones equivalentes en el gen cpl-1 de C. elegans puede ser utilizado como marcador 




Tras expresar la forma silvestre de cpl-1 fusionada a YFP en células musculares 
bajo el control del promotor de myo-3, se observa un patrón de expresión punteado 
consistente con la localización esperada para la proteína CPL-1 en lisosomas. Este patrón 
de expresión no aparece, sin embargo, con la construcción de cpl-1 que incluye mutaciones 
en la pro-región, que muestra una expresión muy baja, quizás debido precisamente a su 
degradación por ERAD. Esto parece confirmarse por la aparición de agregados 
intracelulares de YFP al silenciar mediante ARNi diversos genes involucrados en ERAD, 
como cdc-48.1, cdc-48.2 y sel-1. Sin embargo, la inhibición por ARNi de otros genes de 
C. elegans relacionados con ERAD, como fueron cup-2, R151.6, sel-11, hrdl-1 (ver apartado 
3.8 para una descripción de los mismos) y también dnj-27, no produjeron este mismo 
efecto. Esto quizás se deba al hecho de que distintas rutas y proteínas específicas de la 
ERAD pueden funcionar en cada caso dependiendo del sustrato (Vembar & Bodsky, 2008) 
y, por tanto, pudiera ser que DNJ-27 (al igual que los otros genes de ERAD ensayados que 
no dieron el resultado esperado) no estuviera implicado en la degradación específica de la 
forma mutante de CPL-1, por lo que la implicación directa de DNJ-27 en la ERAD no pudo 
ser confirmada por esta vía. 
 
A continuación decidimos estudiar la posible activación de la UPR por medio del 
silenciamiento mediante ARNi de dnj-27. Para ello recurrimos a un marcador de estrés en el 
retículo ampliamente utilizado en C. elegans, Phsp-4::GFP (Urano et al., 2002), siendo 
hsp-4 el homólogo de BiP de mamífero. Al igual que para ERdj5 en mamíferos (Ushioda et 
al., 2008), la inhibición de dnj-27 no condujo a la activación de la UPR en C. elegans. 
Tampoco animales silvestres tratados con ARNi para dnj-27 mostraron ningún fenotipo 
obvio, lo cual es compatible con la ausencia de fenotipo de ratones knock-out para ERdj5 
(Hosoda, Tokuda, Akai, Kohno, & Iwawaki, 2010). 
 
En resumen, la alta homología existente entre ERdj5 y dnj-27, junto con la 
localización de DNJ-27 en el retículo y su inducción por la ruta IRE-1/XBP-1 al provocarse 




3.3  Aislamiento, caracterización y evaluación de los fenotipos de estirpes de 
C. elegans que combinen mutaciones en el gen dnj-27 en los fondos 
genéticos que recapitulan Alzheimer y Parkinson 




dnj-27 en las estirpes transgénicas modelo de Alzheimer y Parkinson, decidimos recurrir a 
dos alelos de deleción disponibles en el Caenorhabditis Genetic Center (CGC) y en el 
National Bioresource Project, respectivamente. 
 
El gen dnj-27 se localiza en el cromosoma I de C. elegans y está constituido por 
siete exones (Fig. 3.6). En el momento en el cual se desarrolló el período experimental de 
esta tesis, había disponibles dos alelos de deleción distintos del gen dnj-27: el alelo ok2302 
y el tm2785. Debido a que la deleción tm2785 elimina sólo 309 pares de bases del 
penúltimo (sexto) exón mientras que la deleción ok2302 elimina este mismo exón completo 
y parte de las secuencias de los dos intrones que lo flanquean, decidimos trabajar 
únicamente con el alelo ok2302. Además, la secuencia después de la zona delecionada en 
el alelo tm2785 entra en fase de lectura, mientras que la eliminación del sexto exón 
completo en el alelo ok2303 cambia la pauta de lectura de la secuencia posterior, 
justificando aún más el uso de este último alelo como más hipomórfico (Fig. 3.6). Cabe 
señalar que durante los últimos meses del período experimental de esta tesis apareció un 
tercer alelo para el gen dnj-27, que también se representa en la Figura 3.6. Este alelo es el 
tm4850 y contiene una deleción de 379 pares de bases en la zona N-terminal, la cual 
elimina parte del primer intrón así como parte del segundo exón. Por falta de tiempo no 
pudimos estudiar este último mutante, pero sin embargo, hay que recalcar que esta 
deleción no cambia la pauta de lectura de la secuencia, por lo que, en la proteína que 
teóricamente resultaría de este alelo, se conservarían todos los sitios activos de los 
dominios tiorredoxina.  
 
 
Figura 3.6.Organización genómica y alelos de dnj-27.Representación esquemática de la estructura del gen dnj-27. La 
escala superior indica la posición en kilobases dentro del cromosoma I. Los exones del gen se encuentran representados por 
rectángulos (la parte azul es la fase abierta de lectura y la gris las secuencias 5´ y 3´-UTRs respectivamente), mientras que las 
líneas que los unen indican los intrones. Las regiones eliminadas por los correspondientes alelos de deleción se encuentran 
señaladas en rojo. La posición de los sitios activos redox se indica sobre los respectivos exones. 
 
Mediante el análisis por RT-PCR del alelo ok2302 pudimos determinar que este alelo 
produce, como se puede observar en la Figura 3.7A, el ARNm correspondiente. Este ARNm 
fue secuenciado y se comprobó que su secuencia coincide exactamente con la secuencia 




un cambio en la pauta de lectura tras el exón 5 que generaría una proteína truncada a la 
que le faltarían los últimos 305 aminoácidos del extremo C-terminal. Decidimos a 
continuación analizar si el ARNm del alelo ok2302 sería traducido y si, en tal caso, la 
correspondiente proteína truncada es estable o, por el contrario, es degradada, lo que 
significaría que estaríamos ante un alelo nulo. Para ello, analizamos animales homocigotos 
para la mutación ok2302 realizando un western blot para la detección de DNJ-27, usando 
un anticuerpo policlonal anti-DNJ-27 diseñado para reaccionar con péptidos sintéticos 
derivados de la zona N-terminal de la secuencia de la proteína. La proteína DNJ-27 silvestre 
está formada por un total de 788 aminoácidos, mientras que la traducción de la variante del 
ARNm del alelo ok2302 debería producir una proteína truncada de tan sólo 473 
aminoácidos. Como se puede observar en la Figura 3.7B, mediante western blot con el 
anticuerpo anti-DNJ-27 no pudimos detectar la proteína truncada ∆DNJ-27 correspondiente 
al alelo ok2302, mientras que DNJ-27 silvestre pudo ser detectada tanto en extractos totales 
de C. elegans silvestres (aunque de forma extremadamente débil) como en extractos de 
animales transgénicos que sobrexpresan dnj-27, que fueron utilizados como controles 
positivos. La detección de la proteína truncada resultante de animales homocigotos para el 
alelo tm2785, que se incluyó como control, tampoco fue posible. Dada la baja efectividad 
del anticuerpo para detectar la proteína DNJ-27 endógena silvestre, no podemos concluir de 
forma inequívoca si las proteínas truncadas generadas por los alelos ok2302 y tm2785 son 
estables o bien son degradadas tras su síntesis. 
 
Figura 3.7. Análisis de la expresión del alelo dnj-27 (ok2303). A) RT-PCR para la detección del ARNm de dnj-27 expresado 
en animales silvestre y en la estirpe VZ65 dnj-27 (ok2303). Como se puede observar, el ARNm del alelo mutante es 
sintetizado. La actina se utilizó como control de carga. B) Western blot para la detección de DNJ-27 utilizando el anticuerpo 
policlonal anti-DNJ-27. Animales que sobrexpresan dnj-27 desde los arrays extracromosómicos vzEx40 y vzEx41 fueron 
incluidos como control positivo (carriles 3 y 4), y animales homocigotos para el alelo dnj-27 (tm2785) se utilizaron como control 
negativo (carril 5). Una muy débil banda correspondiente a DNJ-27 se pudo detectar en los extractos de proteína de animales 
silvestres N2, mientras que no se obtuvo ninguna banda para la proteína truncada ∆DNJ-27 correspondiente a los alelos 




    
Pese a no poder determinar el tipo funcional del alelo dnj-27 (ok2302), y con la 
intención de confirmar los datos obtenidos en los ensayos de ARNi, procedimos a generar, 
mediante cruces, estirpes que combinasen el alelo dnj-27 (ok2302) en los fondos genéticos 
de los modelos de Alzheimer y Parkinson en el nematodo. Sorprendentemente, y a 
diferencia de los datos obtenidos con el ARNi, no se observó ningún efecto del alelo ok2302 
sobre el fenotipo de parálisis asociado a la estirpe modelo de Alzheimer ni sobre la 
agregación de α-syn::GFP (Fig. 3.8). Estos resultados pueden dar lugar a varias 
interpretaciones: 1) con el ARNi obtuvimos un falso positivo para el caso de dnj-27, 2) el 
silenciamiento parcial y la ausencia total de dnj-27 producen efectos distintos en los 
modelos de enfermedades neurodegenerativas estudiados, ó 3) el alelo ok2302 no es 
realmente un alelo nulo y la proteína truncada, aunque no sea detectada por el anticuerpo, 
es producida y retiene parte de la función de la proteína DNJ-27 silvestre. Nosotros 
sospechamos que esta última posibilidad es la real, ya que la sensibilidad y la especificidad 
de nuestro anticuerpo para DNJ-27 son muy bajas, como se puede comprobar por la 
extremadamente baja intensidad de la banda en el carril correspondiente a nematodos 
silvestres, y es bastante probable que no seamos capaces de detectar la proteína truncada. 
 
 
Figura 3.8. Agregados de α-sinucleína::GFP en células musculares de C. elegans. Fotografías de células musculares 
tomadas con fluorescencia, donde se puede observar que no existen diferencias significativas de agregación entre animales 
silvestres utilizados como control (izquierda) y animales que portan el alelo dnj-27 (ok2302) (derecha).  
 
A la vista de estos resultados, decidimos continuar nuestros estudios usando 






3.4 Estudio del papel protector de dnj-27 en estirpes transgénicas de 
C. elegans modelo de la enfermedad de Alzheimer 
Dado que los mutantes por deleción disponibles para el gen dnj-27 se mostraron 
poco útiles para nuestros objetivos, nos centramos en otras estrategias basadas, 
fundamentalmente, en el silenciamiento mediante ARNi (cuya eficiencia se muestra en la 
Figura 3.9A) y el estudio del efecto de la sobrexpresión de dnj-27. 
 
En el estudio inicial de evaluación de los distintos ARNi de los miembros de las 
familias tiorredoxina, glutarredoxina y peroxirredoxina, la estirpe transgénica que se utilizó 
como modelo de Alzheimer fue la CL647, que expresa el Aβ humano de forma inducible 
para temperaturas superiores a 20ºC. Teniendo en cuenta que la aproximación con los 
mutantes resultó fallida, decidimos confirmar los resultados obtenidos con el ARNi para 
dnj-27 utilizando esta vez una estirpe modelo de Alzheimer distinta. Esta estirpe es la 
CL2006 (ver apartado 6.1.1 del capítulo Materiales y Métodos) que expresa el péptido Aβ 
de forma constitutiva desde un array distinto al de la estirpe CL647 y presenta la ventaja, 
con respecto a los estudios con dnj-27, de eliminar los posibles efectos que una 





Figura 3.9. Eficiencia del ARNi de dnj-27 y efecto del silenciamiento de dnj-27 por ARNi sobre la parálisis progresiva 
de la estirpe CL2006, dvIs2 [Punc-54::Aβ, rol-6 (su1006)]. A) La eficiencia del ARNi de dnj-27 se analizó por medio de la 
disminución de la señal fluorescente (paneles derechos) de la estirpe transgénica VZ184, que expresa el array 
extracromosómico vzEx60 (Pdnj-27::dnj-27::YFP::KDEL). Nótese que la señal en el intestino disminuye substancialmente, 
mientras que en la faringe el efecto es menos acentuado. Barra = 200 µm.  B) Parálisis progresiva de animales CL2006 
crecidos en bacteria HT115 que lleva sólo el vector pL4440 sin inserto (y que por tanto no expresa ARN de doble cadena) 
,como control, o en bacteria HT115 que expresa el ARN de doble cadena de dnj-27. En la gráfica se representa la media de 





Como se muestra en la Figura 3.9B, al igual que con la estirpe inducible, la bajada 
en los niveles de dnj-27 resultó en un aumento significativo en el patrón de parálisis de la 
estirpe CL2006 crecida a una temperatura constante de 20ºC, con respecto al control sin 
silenciar. Con el fin de avanzar en el conocimiento del mecanismo detrás de esta protección 
por parte de dnj-27, estudiamos la posible asociación entre el agravamiento del fenotipo de 
parálisis y la formación de agregados de Aβ. El colorante fluorescente X-34 es un colorante 
vital de gran sensibilidad capaz de detectar específicamente depósitos de amiloide, tanto en 
el cerebro de pacientes con Alzheimer como en C. elegans transgénicos que expresen Aβ 
humano (C. D. Link et al., 2001; Styren,, Hamilton, Styren, & Klunk, 2000). Mediante 
inmunohistoquímica de animales CL2006 tratados con ARNi de dnj-27 usando el colorante 
X-34, pudimos determinar que la inhibición de dnj-27 produce un incremento moderado, 
aunque estadísticamente significativo, en la formación de depósitos amiloideos (Fig. 3.10).  
 
 
Figura 3.10. Efecto del silenciamiento de dnj-27 por ARNi sobre la formación de depósitos amiloideos. A) Tinción con el 
colorante X-34 de los depósitos de Aβ en los músculos de la cabeza de animales CL2006, dvIs2 (Punc-54::Aβ) en el primer 
día de adulto, crecidos en bacteria HT115 que lleva sólo el vector pL4440 sin inserto como control (paneles izquierdos) o en 
bacteria HT115 que expresa el ARN de doble cadena de dnj-27 (paneles derechos). Las flechas indican los depósitos de Aβ. 
Barra = 50 µm. B) Cuantificación del número de depósitos de Aβ reactivos a X-34 de animales tratados con ARNi control y 
ARNi para dnj-27. El número sobre cada columna indica el número de animales utilizados para cada tratamiento con ARNi. 
Las diferencias fueron estadísticamente significativas (p = 0.015).  
 
 
Debido a que la inhibición de dnj-27 empeora el fenotipo de parálisis dependiente de 
Aβ, a continuación nos preguntamos si niveles mayores de la proteína DNJ-27 darían lugar 




construcción Pdnj-27::dnj-27, a partir de la cual se producen niveles altos de DNJ-27 
dirigida por el propio promotor endógeno de dnj-27 (Fig. 3.11A). La sobrexpresión de dnj-27 
en nematodos Aβ transgénicos produjo una reducción en el patrón de parálisis comparado 
con sus hermanos no transgénicos que fueron utilizados como control (Fig 3.11B). Además, 
esta reducción vino acompañada de una acusada disminución de los depósitos de 
amiloides (Fig. 3.12A-B).  
 
 
Figura 3.11. Efecto de la sobrexpresión de dnj-27 sobre la parálisis progresiva asociada a Aβ. A) Los arrays vzEx40 y 
vzEx41 inducen la expresión de mayores niveles de la proteína DNJ-27. Western blot usando anticuerpos anti-DNJ-27 en 
animales silvestres N2 (carril 1), utilizados como control, y en estirpes transgénicas que sobrexpresan DNJ-27, a partir de los 
arrays vzEx40 y vzEx41 (carriles 2 y 3, respectivamente). Todos los carriles se cargaron con extractos de proteína total 
procedentes de 100 animales en primer día de adulto de la estirpe correspondiente, sincronizados previamente. Las bandas 
inespecíficas de menor tamaño se usaron como control de carga. B) Parálisis progresiva de animales transgénicos VZ158, 
que portan el array extracromosómico vzEx41 (Pdnj-27::dnj-27::dnj-27 3´-UTR; Punc-122::GFP), y de sus hermanos no 
transgénicos, utilizados como control, crecidos en bacteria OP50. La gráfica representa la media de tres experimentos 
independientes, siendo las diferencias significativas (p = 0.0039).  
 
Tanto el incremento en la formación de depósitos amiloides observados al interferir 
con el ARNi de dnj-27, como la disminución provocada por la sobrexpresión, podrían ser 
debidos a un aumento o una bajada, respectivamente, en los niveles totales de Aβ 
motivados, por ejemplo, por diferencias en la expresión, en la síntesis o en la degradación 
del péptido Aβ como consecuencia del silenciamiento o la sobrexpresión de dnj-27. Para 
examinar esta posibilidad, realizamos ensayos de western blot usando el anticuerpo 
monoclonal 6E10 específico contra el péptido Aβ, que es capaz de detectar todas las 
formas de Aβ: depósitos de amiloides, agregados amorfos, oligómeros, monómeros y Aβ 
soluble. Como se puede observar en la Figura 3.12C, no se encontraron diferencias 
importantes en los niveles de Aβ para ninguno de los casos, ni tampoco en la formación de 













Figura 3.12. Efecto de la sobrexpresión de dnj-27 sobre la formación 
de depósitos amiloideos, y del silenciamiento y la sobrexpresión 
sobre los niveles totales de Aβ. A) Tinción con el colorante X-34 de los 
depósitos de Aβ en los músculos de la cabeza de animales CL2006, dvIs2 
(Punc-54::Aβ) (paneles izquierdos) y VZ158, que portan el array 
extracromosómico vzEx41 [Pdnj-27::dnj-27::dnj-27 3´-UTR; Punc-122::GFP] 
(paneles derechos), en el primer día de adultos crecidos en bacteria OP50. 
Las flechas indican los depósitos de Aβ. Barra = 50 µm. B) Cuantificación 
del número de depósitos de Aβ reactivos a X-34 de animales CL2006 y 
VZ158. El número sobre cada columna indica el número de animales 
utilizados para cada caso. Las diferencias fueron estadísticamente 
significativas (p = 0.00003). C) Western blot para la detección de Aβ usando 
el anticuerpo monoclonal 6E10. Se cargaron todos los carriles con extractos 
de proteína total de 100 animales CL2006 y VZ158 en el primer día de 
adulto, sincronizados previamente y crecidos en bacteria HT115 que no 
expresa ningún ARN de doble cadena (carriles 1 y 3, respectivamente), y 
animales CL2006 crecidos en bacteria HT115 que expresa ARN de doble 
cadena de dnj-27 (carril 2). No se encontraron diferencias significativas en 
los niveles de Aβ ni en la formación de especies oligoméricas. Como control 
de carga se muestran los niveles de α-tubulina. 
 
 
En conjunto, estos resultados demuestran una implicación in vivo de dnj-27 tanto en 





3.5 Estudio del papel protector de dnj-27 en estirpes transgénicas de 
C. elegans modelo de la enfermedad de Parkinson 
La estirpe transgénica modelo de Parkinson que se utilizó para la evaluación inicial 
de los distintos ARNi fue la estirpe UA50 (ver apartado 6.1.1 del capítulo Materiales y 
Métodos) que incluye en el array integrado baIn13, junto con la construcción α-syn::GFP 
que permite el seguimiento de la formación de los agregados, un plásmido para la 
co-expresión del gen tor-2 también en células musculares del nematodo (Hamamichi et al., 
2008). tor-2 es el ortólogo del gen humano TOR1A, que ha sido relacionado con la distonia 
de torsión, y cuya expresión en C. elegans lleva a una disminución de la agregación tanto 
de poliQ como de α-syn (Caldwell et al., 2003; Hamamichi et al., 2008). La estirpe UA50, 
por tanto, presenta una cantidad de agregados fluorescentes bastante baja permitiendo así 




Figura 3.13. Efecto del silenciamiento de dnj-27 por ARNi sobre la movilidad de la estirpe NL5901, pkIs2386 
(Punc-54::α-syn::YFP). Se crecieron los animales en bacteria HT115 que lleva sólo el vector pL4440 sin inserto (y que por 
tanto no expresa ARN de doble cadena), como control, o en bacteria HT115 que expresa el ARN de doble cadena de dnj-27. 
En la gráfica se representa la media de tres experimentos independientes, no encontrándose diferencias significativas 
(p = 0.4901). 
 
Sin embargo, los agregados de α-syn::GFP originados en esta estirpe son de un 




la cuantificación de la agregación. Por esta razón, para cuantificar el número de agregados, 
decidimos recurrir a la estirpe NL5901 (ver apartado 6.1.1 del capítulo Materiales y 
Métodos) que expresa α-syn::YFP, y que da lugar a agregados fluorescentes de mayor 
tamaño en células musculares del gusano, mediante el uso del promotor de unc-54 (van 
Ham et al., 2008). Además, esta estirpe presenta una disminución progresiva de la 
movilidad de los nematodos con la edad asociada a la expresión de α-syn::YFP, que puede 
ser fácilmente cuantificada (van Ham et al., 2010). Como se puede observar en la Figura 
3.13, el silenciamiento de dnj-27 en estos animales transgénicos condujo a un aumento en 
el porcentaje de individuos con defectos de movilidad, aunque en este caso no se alcanzó 
la significancia estadística. Sin embargo, confirmando los resultados obtenidos en la estirpe 
UA50, la reducción de los niveles de DNJ-27 provocó un aumento muy marcado de la 
agregación de α-syn::YFP (Fig. 3.14).  
 
 
Figura 3.14. Efecto del silenciamiento de dnj-27 por ARNi sobre la agregación de α-syn::YFP. A) Agregación de α-
syn::YFP en células musculares de la cabeza de animales NL5901 en el primer día de adultos, crecidos en bacteria HT115 
que lleva sólo el vector pL4440 sin inserto, como control (paneles izquierdos), o en bacteria HT115 que expresa el ARN de 
doble cadena de dnj-27 (paneles derechos). Barra = 50 µm. B) Cuantificación del número de agregados α-syn::YFP de 
animales tratados con ARNi control y ARNi para dnj-27. Se realizaron dos experimentos independientes, siendo el número 
sobre cada columna el número total de animales utilizados para cada tratamiento. Las diferencias fueron estadísticamente 
significativas (p = 0.0071).  
 
Seguidamente nos planteamos estudiar si, al igual que ocurre con los animales 
transgénicos modelo de Alzheimer, la sobrexpresión de dnj-27 protege de la toxicidad 




animales α-syn transgénicos que además expresaban dnj-27 desde su propio promotor. No 
obstante, los resultados obtenidos en este caso fueron bastante variables y poco 
reproducibles. Por este motivo, decidimos forzar la expresión de DNJ-27 directamente en 
las células musculares del nematodo mediante el uso del promotor de myo-3 (Fig. 3.15A). 
De esta forma fuimos capaces de determinar que, efectivamente, animales α-syn 
transgénicos que sobrexpresan dnj-27 en sus células musculares, muestran una clara 




Figura 3.15. Efecto de la sobrexpresión de dnj-27 sobre los defectos de movilidad asociados a α-syn::YFP. A) Western 
blot para la detección de DNJ-27. Se utilizó el anticuerpo policlonal anti-DNJ-27 en animales silvestres N2 (carril 1) y en tres 
estirpes transgénicas independientes que sobrexpresan dnj-27 bajo el control del promotor de myo-3 (carriles 2,3 y 4). Como 
control de carga se muestran los niveles de α-tubulina. B) Defectos de movilidad de animales transgénicos VZ303, que portan 
el array extracromosómico vzEx107 (Pmyo-3::dnj-27 ADNc; Ptrx-3::mCherry), y de sus hermanos no transgénicos, utilizados 
como control, crecidos en bacteria OP50. La gráfica representa la media de tres experimentos independientes, encontrándose 
diferencias significativas (p = 3E-08). 
 
 
Esta reducción de la toxicidad de la α-syn está acompañada, además, de un 
descenso muy acusado en el número de agregados de α-syn::YFP (Fig. 3.16A-B). Al igual 
que hicimos con las estirpes que expresan Aβ, y para descartar una posible influencia de 
DNJ-27 en la síntesis, expresión o procesamiento de α-syn, realizamos ensayos de western 
blot usando un anticuerpo anti-GFP, capaz de detectar también YFP, para determinar los 
niveles totales de α-syn::YFP. Como se muestra en la Figura 3.16C, la cantidad de 










Figura 3.16. Efecto de la sobrexpresión de dnj-27 sobre la 
agregación de α-syn::YFP, y del silenciamiento y la 
sobrexpresión sobre los niveles totales de α-syn::YFP. 
A) Agregación de α-syn::YFP en células musculares de la cabeza  
de animales en el primer día de adulto NL5901 (paneles 
izquierdos) y VZ303 (paneles derechos), crecidos en bacteria 
OP50. Barra = 50 µm. B) Cuantificación del número de 
agregados de los animales NL5901 y VZ303. Se realizaron dos 
experimentos independientes, siendo el número sobre cada 
columna el número total de animales para cada caso. Las 
diferencias fueron estadísticamente significativas (p = 9.1E-05). 
C) Western blot para la detección de α-syn::YFP usando un 
anticuerpo anti-GFP. Se cargaron todos los carriles con extractos 
de proteína total de 100 animales NL5901 y VZ303 (que 
sobrexpresan dnj-27) en el primer día de adulto, sincronizados 
previamente y crecidos en bacteria HT115 que no expresa 
ningún ARN de doble cadena (carriles 1 y 3, respectivamente), y 
animales NL5901 crecidos en bacteria HT115 que expresa ARN 
de doble cadena de dnj-27 (carril 2). Como control de carga se 
muestran los niveles de α-tubulina. 
 
 
Como ya se indicó anteriormente, la principal característica a nivel celular de la 
enfermedad de Parkinson es la degeneración de neuronas dopaminérgicas (Spillantini et al., 
1998). Por esa razón, a continuación decidimos analizar si la protección de dnj-27 sería 
extensiva también a un modelo de neurodegeneración dopaminérgica inducida por α-syn en 




6.1.1 del capítulo Materiales y Métodos), que expresa específicamente α-syn humana en 
neuronas dopaminérgicas, usando para ello el promotor del transportador de dopamina 
DAT-1. Esto provoca la degeneración de estas neuronas dopaminérgicas, las cuales 
pueden ser identificadas gracias el marcaje de las mismas mediante la co-expresión de 
Pdat-1::GFP (Cooper et al., 2006). La sobrexpresión de dnj-27 bajo el control de su propio 
promotor endógeno propició una mejoría tanto en el porcentaje de animales con todas sus 
neuronas dopaminérgicas intactas, como en la proporción de neuronas no degeneradas 
(Fig. 3.17). 
 
Figura 3.17. Efecto de la sobrexpresión de dnj-27 
sobre la neurodegeneración dopaminérgica 
inducida por α-syn. A) Porcentaje de animales de 7 
días de edad UA44, baIn11 (Pdat-1::α-syn; 
Pdat-1::GFP) y de su estirpe transgénica derivada 
VZ199, que porta el array extracromosómico 
vzEx41 [pVZ325 (Pdnj-27::dnj-27::3´-UTR dnj-27); 
Punc-122::GFP], con las seis neuronas 
dopaminérgicas anteriores intactas. La gráfica 
representa la media de tres experimentos 
independientes, siendo el número sobre cada 
columna el número total de animales utilizados por 
cada estirpe. Las diferencias fueron estadísticamente 
significativas (p = 0.022). B) Porcentaje de neuronas 
dopaminérgicas intactas de animales UA44 y VZ199 
de 7 días de edad. La gráfica representa la media de tres experimentos independientes, siendo el número sobre cada columna 
el número total de animales utilizados por cada estirpe. Las diferencias fueron estadísticamente significativas (p = 0.039). 
 
En conclusión, nuestros datos revelan también el papel protector in vivo de dnj-27 
sobre la toxicidad de α-syn, tanto en células musculares como en células neuronales, así 
como su implicación en la inhibición de la agregación de este péptido.  
 
 
3.6  Estudio del papel protector de dnj-27 en estirpes transgénicas de 
C. elegans modelo de enfermedades de poliglutamina 
Para comprobar si la protección de dnj-27 podría hacerse extensiva a otros modelos 
de proteotoxicidad basados en proteínas con tendencia a agregar distintas a las estudiadas 
hasta ahora, recurrimos a una estirpe transgénica de C. elegans ampliamente utilizada 
como modelo de enfermedades de poliglutamina (Morley et al., 2002). Esta estirpe es la 
AM141 (ver apartado 6.1.1 del capítulo Materiales y Métodos), la cual presenta problemas 
de movilidad como resultado de la expresión de 40 residuos de glutamina fusionados a YFP 




En primer lugar decidimos estudiar el efecto del silenciamiento de dnj-27 por ARNi 
en la movilidad de la estirpe AM141. Como se muestra en la Figura 3.18, la disminución de 






Figura 3.18. Efecto del silenciamiento de dnj-27 
por ARNi sobre la movilidad de la estirpe 
AM141, rmls133 (Punc-54::Q40::YFP). Se 
crecieron los animales en bacteria HT115 que lleva 
sólo el vector pL4440 sin inserto (y que por tanto no 
expresa ARN de doble cadena) como control o en 
bacteria HT115 que expresa el ARN de doble 
cadena de dnj-27. En la gráfica se representa la 
media de tres experimentos independientes, siendo 






Este aumento de los problemas de movilidad vino también acompañado por un 
incremento de 4 veces el número de agregados de Q40::YFP del control (Fig. 3.19).  
 
 
Figura 3.19. Efecto del silenciamiento de dnj-27 por ARNi sobre la agregación de Q40::YFP. A) Agregación de Q40::YFP 
en las células musculares de animales AM141 en el primer día de adultos, crecidos en bacteria HT115 que lleva sólo el vector 
pL4440 sin inserto, como control (paneles izquierdos), o en bacteria HT115 que expresa el ARN de doble cadena de dnj-27 
(paneles derechos). Barra = 200 µm. B) Cuantificación del número de agregados Q40::YFP de animales tratados con ARNi 
control y ARNi para dnj-27. Se realizaron tres experimentos independientes, siendo el número sobre cada columna el número 




Por el contrario, los defectos de movilidad de la estirpe AM141 no disminuyeron al 
sobrexpresar dnj-27 en células musculares, como se muestra en la Figura 3.20, si 
comparamos animales transgénicos con altos niveles de DNJ-27 con sus correspondientes 
hermanos no transgénicos usados como control.  
 
 
Figura 3.20. Efecto de la sobrexpresión de dnj-27 sobre los defectos de movilidad asociados a Q40::YFP. Defectos de 
movilidad de animales VZ299 que portan el array extracromosómico vzEx107 (Pmyo-3::dnj-27 ADNc; Ptrx-3::mCherry) y de 
sus hermanos no transgénicos, utilizados como control, crecidos en bacteria OP50. La gráfica representa la media de dos 
experimentos independientes, sin que se encontraran diferencias significativas (p = 0.95). 
 
Se encontró, sin embargo, una reducción estadísticamente significativa en el número 
de agregados fluorescentes en los animales que sobrexpresaban dnj-27 (Fig. 3.21A-B). Al 
igual que hicimos anteriormente con los modelos de Alzheimer y Parkinson, y para 
descartar que DNJ-27 pudiera tener algún efecto sobre los niveles totales de Q40::YFP, 
realizamos ensayos de western blot sobre los extractos totales de nematodos AM141 y 
VZ299, que portan el array extracromosómico vzEx107 (Pmyo-3::dnj-27 ADNc; Ptrx-
3::mCherry), usando anticuerpos anti-GFP, que también son capaces de reconocer la 
proteína fluorescente YFP. En este caso, como se puede observar en la Figura 3.21C, 
aparece una doble banda para Q40::YFP, probablemente como consecuencia de algún 
proceso proteolítico sobre esta proteína de fusión. Sin embargo, de manera similar a los 
resultados obtenidos para Aβ y α-syn, los niveles totales de Q40::YFP no cambiaron por el 












Figura 3.21. Efecto de la sobrexpresión de dnj-27 sobre la 
agregación de Q40::YFP, y del silenciamiento y la 
sobrexpresión sobre los niveles totales de Q40::YFP. 
A) Agregación de Q40::YFP en células musculares de animales en 
el primer día de adulto AM141 (paneles izquierdos) y VZ299,        
que expresa el transgen vzEx107 (Pmyo-3::dnj-27 ADNc; 
Ptrx-3::mCherry) (paneles derechos), crecidos en bacteria OP50. 
Barra = 200 µm. B) Cuantificación del número de agregados de 
los animales AM141 y VZ299. Se realizaron tres experimentos 
independientes, siendo el número sobre cada columna el número 
total de animales para cada caso. Las diferencias fueron 
estadísticamente significativas (p = 6.5E-10). C) Western blot para 
la detección de Q40::YFP usando un anticuerpo anti-GFP. Se 
cargaron todos los carriles con extractos de proteína total de 100 
animales AM141 y VZ299 en el primer día de adulto, 
sincronizados previamente y crecidos en bacteria HT115 que no 
expresa ningún ARN de doble cadena (carriles 1 y 3, 
respectivamente), y animales AM141 crecidos en bacteria HT115 
que expresa ARN de doble cadena de dnj-27 (carril 2). Como 
control de carga se muestran los niveles de α-tubulina. 
 
 
En conjunto, los datos mostrados en los tres últimos apartados demuestran que 
dnj-27 es un gen que juega un papel protector in vivo sobre la agregación y la toxicidad 
asociada a los péptidos con tendencia a agregar Aβ, α-syn y poliQ en modelos de 





3.7  Estudio de la expresión de ERdj5 humano en estirpes transgénicas de 
C. elegans modelo de enfermedades neurodegenerativas 
Como se comentó en apartados anteriores, dnj-27 es el ortólogo del gen ERdj5 de 
mamífero. Para determinar si el efecto protector de dnj-27 se ha conservado a lo largo de la 
evolución, decidimos expresar el gen ERdj5 humano en los distintos modelos de 
enfermedades neurodegenerativas utilizados en este estudio. Para ello se clonó el ADN 
complementario (ADNc) del gen ERdj5 humano en el vector pPD95.77, uno de los vectores 
desarrollados en el laboratorio de Andrew Fire para la expresión de genes en C. elegans. 
Tras ello, se incorporó a esta construcción el promotor del gen myo-3, para dirigir la 
expresión de ERdj5 a las células musculares de C. elegans, y se generaron los 


























Figura 3.22. Efecto de la expresión de ERdj5 humano sobre el fenotipo de parálisis progresiva asociado a Aβ en 
C. elegans. Parálisis de animales CL2006, dvIs2 (Punc-54::Aβ) y de su estirpe derivada VZ317, que porta el array 
extracromosómico vzEx123 (Pmyo-3::hERdj5), crecidos en bacteria OP50. La gráfica representa la media de dos 
experimentos independientes, no encontrándose diferencias significativas (p = 0.2078). 
 
Para estudiar el efecto de la expresión de ERdj5 humano en el modelo de Alzheimer, 
recurrimos al análisis del fenotipo de parálisis asociado a la expresión de Aβ. Al contrario de 
lo ocurrido al sobrexpresar dnj-27, no se produjo ninguna mejoría en el patrón de parálisis 
de nematodos transgénicos que expresaban ERdj5 (Fig. 3.22). Sin embargo, es importante 
mencionar en este punto, que la sobrexpresión de ERdj5 en estos animales modelo de 




a que la co-expresión de altos niveles de ERdj5 y de Aβ, ambos en el retículo 
endoplasmático, resulta deletérea para el animal. Por tanto, dado que los ensayos de 
parálisis se realizan con nematodos adultos, es razonable pensar que los animales 
seleccionados para los ensayos, que lógicamente han alcanzado el estado adulto, son 
aquellos que expresan los niveles más bajos de ERdj5, explicando así la falta de mejoría de 
la parálisis. 
 
Por el contrario, la expresión del gen ERdj5 humano en nematodos transgénicos de 
modelos de Parkinson y de enfermedades de poliglutamina condujo a una reducción 
significativa del número de agregados de α-syn::YFP y de Q40::YFP, respectivamente 
(Fig. 3.23 y 3.24). 
 
Figura 3.23. Efecto de la expresión de ERdj5 humano sobre la agregación de α-syn::YFP en C. elegans. A) Agregación 
de α-syn::YFP en el músculo de la cabeza de animales NL5901 (paneles izquierdos) y de su estirpe transgénica derivada 
VZ316, que porta el array extracromosómico vzEx123 (Pmyo-3::hERdj5), crecidos en bacteria OP50, en el primer día de 
adulto. Barra = 50 µm. B) Cuantificación del número de agregados α-syn::YFP de los animales NL5901 y VZ316. Se realizaron 
dos experimentos independientes, siendo el número sobre cada columna el número total de animales para cada estirpe. Las 
diferencias fueron estadísticamente significativas (p = 0.0047). 
 
De esta forma, estos resultados vienen a confirmar que el papel protector de dnj-27 
sobre la proteostasis citoplasmática está conservada en ERdj5 de humano, apoyando que 
dnj-27 es funcionalmente el homólogo de ERdj5. Se pone así de manifiesto el posible papel 






Figura 3.24. Efecto de la expresión de ERdj5 humano sobre la agregación de Q40::YFP en C. elegans. A) Agregación de 
Q40::YFP en las células musculares de animales en el primer día de adulto AM141 (paneles izquierdos) y de su estirpe 
transgénica derivada VZ363, que porta el array extracromosómico vzEx133 (Pmyo-3::hERdj5), crecidos en bacteria OP50. 
Barra = 200 µm. B) Cuantificación del número de agregados Q40::YFP de los animales AM141 y VZ363. Se realizaron dos 
experimentos independientes, siendo el número sobre cada columna el número total de animales para cada estirpe. Las 




3.8  Estudio del papel protector de otros genes implicados en ERAD en 
estirpes transgénicas de C. elegans modelo de enfermedades 
neurodegenerativas 
Varios genes de C. elegans implicados en ERAD han sido identificados 
anteriormente. Entre ellos se encuentran: cup-2 y R151.6, que codifican para derlinas, 
proteínas propuestas como candidatos miembros del canal de retrotranslocación 
(Schaheen, Dang, & Fares, 2009; Schekman, 2004; Y. Ye et al., 2004); sel-1, ortólogo del 
gen SEL1L de humano (Urano et al., 2002), cuya proteína forma parte del complejo HRD 
encargado de la degradación de proteínas residentes del retículo endoplasmático 
(Hampton, Gardner, & Rine, 1996); sel-11/hrd-1 y hrdl-1, que codifican para dos E3 ubiquitin 
ligasas (Sasagawa, Yamanaka, & Ogura, 2007);y cdc-48.1 y cdc-48.2, que codifican para 
unas chaperonas, homólogas de p97, que son capaces de llevar sustratos ubiquitinados del 
retículo al proteosoma (Mouysset, Kähler, & Hoppe, 2006). 
 




por medio de la ruta de la ERAD pasan por diferentes fases, las cuales comprenden el 
reconocimiento del sustrato, marcaje, retrotranslocación, ubiquitinación y degradación en el 
proteosoma (Vembar & Bodsky, 2008). Así, el complejo supramolecular formado por EDEM 
y ERdj5 formaría parte de las fases de reconocimiento y marcaje del sustrato. Por otro lado, 
cup-2 y R151.6 estarían implicados en la retrotranslocación, sel-1, sel-11/hrd-1 y hrdl-1 
participarían en la ubiquitinación del sustrato, mientras que cdc-48.1 y cdc-48.2 estarían 
implicados en el envío del sustrato al proteosoma y en su degradación en el mismo. 
 
Nos preguntamos a continuación si estos otros genes, que realizan su función en 
fases distintas de la ERAD, tendrían algún impacto en los procesos de agregación y 
toxicidad de los péptidos con tendencia a agregar objeto de estudio. Por ello, decidimos 
estudiar el efecto del silenciamiento de estos genes por ARNi sobre la parálisis asociada a 
Aβ así como sobre la agregación de poliQ, y aprovechar datos publicados anteriormente 
para conocer el efecto sobre la agregación de α-syn. Como se muestra en la tabla 3.2, se 
encontró un incremento en la parálisis de los animales modelo de Alzheimer y en la 
agregación de poliQ para los cinco genes relacionados con la ERAD que fueron interferidos 
con ARNi. Cabe destacar además que, entre todos ellos, la bajada de los niveles de 
sel-11/hrd-1 dio lugar a un fenotipo sintético de letalidad en ambos modelos. 
 
Como se ha comentado, el efecto de la interferencia de estos genes sobre la 
agregación de α-syn fue analizado utilizando los datos publicados de dos estudios 
genéticos realizados en los dos modelos de Parkinson en C. elegans descritos en esta 
tesis, trabajos en los cuales se estudió la modulación de la agregación de α-syn 
(Hamamichi et al., 2008; van Ham et al., 2008). Estos datos no son reproducibles en su 
totalidad ya que, como se muestra en la tabla 3.2, aparecen algunas diferencias entre 
ambos trabajos para los resultados obtenidos con los ARNi de hrdl-1 y R151.6, genes que 
favorecen la agregación de α-syn en uno de los estudios y no así en el otro. Sin duda, esto 
podría explicarse como consecuencia de las posibles diferencias en la sensibilidad al 
silenciamiento por ARNi de las estirpes utilizadas en cada ensayo o al número de copias de 
α-syn, ya que se usaron diferentes estirpes y, por tanto, distintos arrays integrados. De 
cualquier manera, cuando se combinaron los resultados procedentes de los dos estudios se 
pudo comprobar que cuatro de los cinco genes candidatos fueron incluidos en ambos, y 
que, dos de estos genes (hrdl-1 y R151.6) aumentaron la agregación de α-syn. En conjunto, 
se puede inferir de estos estudios que, probablemente, no todos los genes de ERAD 
























































+ aumento moderado del fenotipo 
++ fuerte aumento del fenotipo  
a Este estudio 
b 
(Hamamichi et al., 2008) 
c (van Ham et al., 2008) 
  
Los ARNi de los genes implicados en el marcaje para el proteosoma y la 
degradación, cdc-48.1 y cdc-48.2, no pudieron ser ensayados debido a que ambos 
presentan por sí solos un fenotipo de letalidad embrionaria y larvaria. Sin embargo, cabe 
mencionar que un trabajo publicado anteriormente ha demostrado que la sobrexpresión de 
ambos genes es capaz de suprimir la formación de agregados de poliQ en C. elegans, 
sugiriendo por tanto un papel protector de estos genes en este modelo (Yamanaka, Okubo, 
Suzaki, & Ogura, 2004). 
 
En conjunto, estos datos nos indican que la mayoría de los genes relacionados con 
ERAD protegen frente a la toxicidad y la agregación de las distintas proteínas con tendencia 
a agregar ensayadas, aunque esta protección no es completa en todos los casos. 
 
 
3.9  Análisis de la activación de la UPR en modelos de enfermedades 
neurodegenerativas en C. elegans 
Dado que la ruta de la ERAD y la UPR están íntimamente relacionadas, y teniendo 
en cuenta la protección mostrada por la mayoría de los genes involucrados en ERAD 
estudiados, incluido dnj-27, decidimos analizar si en los distintos modelos de enfermedades 
neurodegenerativas utilizados, la UPR se encuentra activa. Para ello recurrimos 





Cuando los niveles de expresión de este marcador de estrés fueron analizados en la 
estirpe modelo de Alzheimer que expresa Aβ de forma constitutiva, se pudo observar 
inducción del promotor de hsp-4 (Fig. 3.25), que además se produce de forma específica en 







































Figura 3.25. Activación de la UPR en C. elegans inducida por la expresión de Aβ humano. A) Expresión del marcador de 
estrés del retículo endoplasmático Phsp-4::GFP en animales silvestres (paneles izquierdos) y en la estirpe CL2006, dvIs2 
(Punc-54::Aβ; rol-6) (paneles derechos). Barra = 200 µm B) Detalle aumentado de la imagen correspondiente a la expresión 
de Phsp-4::GFP en la estirpe CL2006, donde se puede observar la inducción de GFP específicamente en músculo. El patrón 
de expresión de GFP en espiral es debido al marcador rol-6 del array integrado dvIs2, que produce fenotipo “Roller”, el cual 
consiste en un movimiento rotario del animal sobre su eje longitudinal. Barra = 50 µm. 
 
 
Estos resultados nos indican que la expresión de Aβ en C. elegans provoca 
activación de la UPR y, por tanto, estrés en el retículo. Usando ARNi para la inhibición de Aβ 
en estos animales pudimos corroborar que la inducción de estrés es debida a la expresión 






Figura 3.26. Efecto del silenciamiento por ARNi del gen de Aβ sobre la activación de la UPR. Expresión del marcador de 
estrés del retículo endoplasmático Phsp-4::GFP en animales CL2006, dvIs2 (Punc-54::Aβ; rol-6) crecidos en bacteria HT115 
que no expresa ARNi de doble cadena (paneles izquierdos) y en bacteria HT115 que expresa ARNi de doble cadena de Aβ 
(paneles derechos). La inducción de GFP, y por tanto la activación de la UPR, se eliminan al silenciar Aβ. 
 
Debido a que tanto α-syn como poliQ en los modelos de agregación se encuentran 
fusionados a YFP y a que el marcador de estrés utilizado se basa en la inducción de GFP, 
proteínas fluorescentes cuyos espectros de absorción solapan, el estudio de la activación 
de la UPR en estos dos modelos se abordó de dos formas distintas. En primer lugar 
generamos una estirpe transgénica que expresa α-syn humana (sin proteína fluorescente 
fusionada) en células musculares usando para ello el promotor de unc-54. Se estudió en 
esta estirpe la expresión del marcador de estrés pero, al contrario de la estirpe que expresa 
Aβ, no se encontró inducción del mismo. 
 
Una segunda aproximación al problema consistió en la construcción de un nuevo 
marcador de estrés en el retículo endoplasmático, consistente en la expresión de la proteína 
fluorescente mCherry bajo el control del promotor de hsp-4. Los niveles de expresión de 
este nuevo marcador Phsp-4::mCherry fueron entonces analizados en las estirpes modelos 
de Parkinson y de enfermedades de poliglutamina que expresan α-syn::YFP y poliQ::YFP. 
En ninguno de los casos se encontró inducción de mCherry. 
 




realizados con otros modelos en levaduras y cultivos de células humanas, donde se ha 
demostrado que la expresión de α-syn y de proteínas con expansiones de poliQ producen la 
activación de la UPR (Cooper et al., 2006; Duennwald & Lindquist, 2008; Smith et al., 2005; 
Thomas et al., 2005). Sin embargo, el papel del estrés del retículo endoplasmático y de la 
UPR en estas enfermedades neurodegenerativas en humanos todavía no se conoce 
completamente y, aunque parece haber alguna participación de estas rutas en el desarrollo 
y progresión de estos desórdenes (Lindholm et al., 2006), su implicación sigue siendo hoy 
en día motivo de controversia. 
 
Conviene puntualizar aquí que la activación de la UPR encontrada en el modelo de 
Alzheimer –y que no se observa en los modelos de Parkinson y de enfermedades de 
poliglutamina-, podría ser debida, al menos en parte, al hecho de que en este modelo el 
Aβ humano es dirigido inicialmente a retículo, con el fin de reproducir en C. elegans el 
tráfico vesicular que sufre el péptido en humanos. Para estudiar esta hipótesis, decidimos 
analizar la activación de la UPR, usando el marcador Phsp-4::GFP, en la estirpe CL3109, 
que expresa el dímero Aβ de cadena simple, una variante no amiloidogénica de Aβ (Fay, 
Fluet, Johnson, & Link, 1998). Estos animales transgénicos son parecidos a los de la estirpe 
constitutiva CL2006, pero expresan una proteína que consiste en dos secuencias de 
Aβ unidas por un pequeño péptido que también se dirige a retículo. Aunque esta estirpe 
expresa niveles altos de esta proteína dimérica, no se producen niveles detectables de 
depósitos amiloideos y la parálisis se ve reducida de forma drástica. Se ha demostrado, 
además, que en esta estirpe se produce una respuesta de las proteínas chaperonas 
citoplasmáticas significativamente menor (Fonte et al., 2002). Aunque no podemos 
descartar una cierta contribución del Aβ dimérico citoplasmático en la inducción de estrés 
del retículo (teniendo en cuenta el pequeño grado de parálisis y de activación de 
chaperonas), la inducción del marcador Phsp-4::GFP en esta estirpe alcanzó niveles 
comparables a los obtenidos con la estirpe CL2006. Esto parece indicarnos que, al menos 
en parte, la activación de la UPR observada en el modelo de Alzheimer es debida al Aβ que 
se dirige al retículo. 
 
Con todos estos datos no podemos concluir que la UPR se encuentre activa en 
estos modelos de enfermedades neurodegenerativas con la excepción del modelo de 
Alzheimer, en donde, probablemente, la activación de la UPR sea debida a la entrada inicial 






3.10 Estudio del efecto de la inhibición de dnj-27 sobre la degradación de 
proteínas y sobre la mitocondria 
¿Cómo es posible que una proteína como DNJ-27, residente del retículo 
endoplasmático, sea capaz de alterar el estado de agregación de proteínas con tendencia a 
agregar en un compartimento subcelular distinto como es el citoplasma? Hoy en día 
sabemos que ERdj5 acelera el proceso de degradación por ERAD gracias a la reducción de 
los enlaces disulfuro que pueden estar presentes en las proteínas mal plegadas (Hagiwara 
et al., 2011; Ushioda et al., 2008). De esta forma, la reducción de puentes disulfuro permite 
que las proteínas adopten su forma desplegada para facilitar su salida a través del canal de 
retrotranslocación. Parece lógico pensar, por tanto, que la inhibición de la función de dnj-27 
provocaría un aumento en la carga de proteínas mal plegadas del retículo endoplasmático 
que, tarde o temprano, tendrán que salir al citoplasma para ser degradadas, aumentando 
así, en última instancia, la cantidad de proteínas mal plegadas también en el citoplasma de 
la célula. Estas proteínas mal plegadas podrían entonces interferir con la maquinaria de 
plegado del citoplasma y alterar la proteostasis del mismo, lo que, como se ha descrito 
anteriormente, favorecería la agregación de otras proteínas citoplasmáticas (Gidalevitz et 
al., 2006), como es el caso de los péptidos Aβ, α-syn y poliQ. 
 
Con el fin de explorar esta posibilidad, recurrimos a una estirpe transgénica que 
expresa el transgen Punc-54::∆unc-54::lacZ en el citoplasma de células musculares en 
C. elegans, el cual se usa como marcador de degradación de proteínas y de proteostasis 
(Zdinak et al., 1997). Este marcador consiste en la fusión de un pequeño fragmento de la 
región N-terminal de la cadena pesada de miosina UNC-54 con la β-galactosidasa de 
E. coli. Como resultado de la expresión de este transgen desde el promotor de unc-54, la 
proteína de fusión se sintetiza de manera continua hasta la fase adulta específicamente en 
las 95 células de la pared muscular y en las 8 del músculo de la vulva, permaneciendo 
estable hasta por lo menos las primeras 72 horas de adulto. C. elegans no produce β-
galactosidasa de forma endógena, por lo que la degradación de la proteína de fusión 
UNC-54::β-galactosidasa, que se acumula en el citoplasma, puede ser seguida fácilmente 
mediante tinción histoquímica con X-gal (Zdinak et al., 1997). 
 
Así pues, los animales transgénicos unc-54::lacZ  fueron crecidos en ARNi para 
dnj-27 y se analizó el marcador LacZ. Como se muestra en la Figura 3.27, el silenciamiento 
de dnj-27 promovió la degradación de LacZ vía autofagia -ya que es bloqueada por 
mutaciones de pérdida de función de los genes unc-51, mpk-1 y daf-18, implicados en 




MG132-, lo que sugiere que la disminución de los niveles de DNJ-27 provoca un incremento 
de la degradación de proteínas citoplasmáticas. Por el contrario, esta degradación no es 
dependiente de apoptosis, ya que no fue bloqueada al utilizar mutaciones de pérdida de 





Figura 3.27. El silenciamiento de dnj-27 por ARNi 
aumenta la degradación de proteínas en el citoplasma. 
El tratamiento con ARNi para dnj-27 de individuos adultos 
que contienen el marcador transgénico de degradación 
proteica ccIs55 (Punc-54::∆unc-54::lacZ) durante 72 horas, 
induce la degradación de este marcador en animales 
silvestres y en animales mutantes del gen ced-3. Sin 
embargo, esta degradación se suprime en los fondos 
genéticos mutantes unc-51, mpk-1 y daf-18, al igual que en 
animales tratados con el inhibidor del proteosoma MG132. 






A continuación, decidimos determinar si este efecto sobre la degradación de 
proteínas en el citosol es específico para dnj-27 o, si por el contrario, es una consecuencia 
más general como resultado de un retículo endoplasmático comprometido, ya que cabría 
esperar un efecto parecido al ensayar otros genes implicados en estas rutas de estrés. Para 
ello, ensayamos el marcador LacZ usando ARNi de genes implicados en ERAD y UPR. El 
silenciamiento de algunos de estos genes, aunque no de todos, también provocó una mayor 
degradación de proteínas, como se muestra en la tabla 3.3. Los genes cuyo silenciamiento 
resultó en un aumento de la degradación de proteínas en el citosol son ire-1, xbp-1, pek-1, 
sel-1 y hrdl-1. Sin embargo, la inhibición de los genes atf-6, cup-2, R151.6 y sel-11/hrd-1 en 
la estirpe transgénica que expresa unc-54::lacZ no produjo ningún cambio en la 
degradación del marcador, efecto que podría ser explicado por un fenómeno de 
redundancia con otros genes. Como se puede observar también en la tabla 3.3, resulta 
interesante que la degradación citoplasmática encontrada al tratar con estos ARNi fue 
suprimida, en todos los casos, al inhibir la vía de la autofagia -usando el alelo de pérdida de 
función unc-51 (e369)- y el proteosoma. Hay que tener en cuenta que estas dos rutas son 
precisamente las más importantes en la degradación de proteínas mal plegadas, y que 
incluso, en algunos casos, la ruta de la autofagia es capaz de remplazar a la ERAD en la 
degradación de algunos sustratos cuando esta última se encuentra comprometida (Kario, 
Amar, Elazar, & Navon, 2011; Vembar & Bodsky, 2008). Además, se ha descrito que tanto la 





Tabla 3.3. Efecto del silenciamiento por ARNi de genes implicados en las rutas de la UPR y la ERAD sobre la 
degradación de proteínas citoplasmáticas, y sobre la fragmentación de la mitocondria. Tratamiento de animales adultos 
que contienen el marcador transgénico de degradación proteica ccIs55 (Punc-54::∆unc-54::lacZ) (seis primeras columnas) o el 
marcador para la evaluación de la mitocondria Pmyo-3::MitGFP (última columna) durante 72 horas con ARNi para el gen 
indicado. El color rojo significa degradación citoplasmática o fragmentación mitocondrial, mientras que el color verde indica 
que no hubo degradación o que no ocurrió fragmentación de la mitocondria. 
 
Aparte de influir en la agregación de las proteínas relacionadas con enfermedades 
neurodegenerativas, otros mecanismos podrían estar detrás de la protección de dnj-27 
sobre la toxicidad de estas proteínas. Así, dado que la toxicidad ha sido registrada en la 
mayoría de los casos por medio de ensayos de parálisis o de movilidad, no sería extraño 
pensar que dnj-27 pudiera tener algún efecto sobre el desarrollo o el mantenimiento 
muscular. Sin embargo, esta posibilidad fue descartada usando el transgen jIs01 
(myo-3::GFP), al comprobar que la estructura miofibrilar de los músculos al inhibir dnj-27 
con ARNi era completamente normal (Fig. 3.28). El transgen jIs01 consiste en una fusión 
traduccional del gen myo-3 (cadena A pesada de miosina) a GFP (Fostel, Benner Coste, & 
Jacobson, 2003). 
  
Por otro lado, se conoce desde hace algún tiempo que el retículo endoplasmático y 
la mitocondria están en contacto directo. Mediante estudios bioquímicos se ha podido 
demostrar que ambas estructuras celulares están físicamente conectadas por un 
subcompartimento especializado llamado membrana asociada a la mitocondria (MAM) 
(Vance, 1990), el cual permite una comunicación bidireccional que regula procesos 
fisiológicos fundamentales entre los dos orgánulos (Hayashi & Su, 2007; Simmen et al., 
2005; Szabadkai et al., 2006). Como ya se comentó anteriormente, la mitocondria juega un 
papel fundamental en la mayoría de las enfermedades neurodegenerativas (Reddy & 
Reddy, 2011; B. Su, Wang, Zheng, Perry, & Smith, 2010), de igual modo que ha sido 
también relacionada con los fenotipos patológicos de los modelos de enfermedades 
neurodegenerativas en C. elegans (Cacho-Valadez et al., 2012; Kirstein-Miles & Morimoto, 




dnj-27 tendría algún efecto sobre la mitocondria. El transgen Pmyo-3::MitGFP dirige la 
expresión de una proteína de fusión de la secuencia señal de entrada en mitocondria de la 
aspartato aminotransferasa de pollo y GFP a células musculares del nematodo, y permite 
analizar la estructura de las mitocondrias de las células musculares (Fire et al., 1998). 
Usando este transgen pudimos determinar que, efectivamente, el tratamiento con ARNi para 
dnj-27 induce claramente la fragmentación de la mitocondria (Fig. 3.28).  
 
 
Figura 3.28. Impacto del silenciamiento por ARNi de dnj-27 sobre la estructura de los sarcómeros del músculo y sobre 
la mitocondria. Efecto del tratamiento con ARNi para dnj-27 durante 72 horas en animales adultos sobre la integridad de los 
sarcómeros (paneles superiores) o de las mitocondrias (paneles inferiores) marcados con GFP en las células musculares. 
Barra = 10 µm. 
 
En resumen, estos últimos datos demuestran que, posiblemente, detrás de la 
protección de DNJ-27 funcionen distintos mecanismos entre los que se encontrarían la 




3.11 Análisis del efecto del tipo de bacteria utilizada como fuente de alimento 
en los distintos modelos de enfermedades neurodegenerativas en 
C. elegans 
Un resultado completamente inesperado que surgió durante el desarrollo 
experimental de esta tesis, y que conviene resaltar aquí, es la influencia del tipo de bacteria 
utilizada como fuente de alimento sobre la toxicidad y la agregación de los péptidos 
relacionados con enfermedades neurodegenerativas. Durante el desarrollo de los 
experimentos se utilizaron dos estirpes de Escherichia coli distintas: la estirpe HT115 fue 
utilizada para los ensayos de ARNi, y la OP50, para el resto de los ensayos. Esto se debe a 
que la bacteria OP50 es la estirpe que se utiliza de forma estándar como fuente de alimento 
de C. elegans, mientras que la estirpe HT115 es la utilizada, de forma rutinaria, para la 
interferencia de C. elegans por ARNi mediante la ingestión de bacterias que expresen el 
correspondiente ARN de doble cadena. El uso de esta última se justifica por el hecho de 
que esta bacteria no posee la ARNasa III, una enzima que degrada la mayoría del ARN de 




Si comparamos, en primer lugar, los nematodos que expresan Aβ humano a partir 
del array integrado dvIs2 crecidos en OP50 y HT115 en los experimentos anteriores, 
observaremos un aumento claro en el patrón de parálisis de los animales crecidos en OP50 
(Fig. 3.29A, círculos negros). Sin embargo, para este caso, la formación de depósitos 
amiloideos permaneció prácticamente igual (24.07 depósitos en HT115 vs 24.67 depósitos 
en OP50) (Fig. 3.29B). Decidimos entonces repetir los experimentos de parálisis con el 
sobrexpresante de dnj-27 pero creciendo los animales esta vez con la bacteria HT115. 
Como era de esperar, el fenotipo de parálisis mejoró en los animales transgénicos 
comparados con los controles no transgénicos, pero sin embargo, el patrón de parálisis se 
vio dramáticamente reducido en comparación con el experimento realizado en OP50, de tal 
forma que las diferencias dejaron de ser estadísticamente significativas (Fig. 3.29C). 
 
 
Figura 3.29. Toxicidad y agregación de Aβ en C. elegans dependiendo del tipo de bacteria utilizada como alimento. Las 
gráficas de los apartados A y B son idénticas a las de la sección 3.4, para facilitar su consulta. A) Parálisis progresiva de 
animales que expresan Aβ humano, crecidos en bacteria HT115 (gráfica izquierda) y en OP50 (gráfica derecha). 
B) Cuantificación de la formación de depósitos amiloideos en animales crecidos en bacteria HT115 (gráfica izquierda) y en 
OP50 (gráfica derecha). C) Parálisis de animales transgénicos VZ158, que portan el array extracromosómico vzEx41 (Pdnj-
27::dnj-27::dnj-27 3´-UTR; Punc-122::GFP,) y de sus hermanos no transgénicos, utilizados como control, crecidos en bacteria 
HT115. La gráfica representa la media de tres experimentos independientes, no encontrándose diferencias significativas 




Para el caso de los nematodos que expresan α-syn a partir del array integrado 
pkIs2386, las diferencias de toxicidad dependiendo de la estirpe de bacteria utilizada no 
fueron tan obvias (Fig. 3.30A, círculos negros). Lógicamente en este caso, cuando 
repetimos los experimentos de movilidad con el sobrexpresante de dnj-27 en HT115, las 
diferencias se mantuvieron con respecto a OP50 (Fig. 3.30C). Es curioso que para estos 
animales modelos de Parkinson, por el contrario, aunque no se observaron diferencias en 
términos de movilidad asociadas a la fuente de alimento, la agregación de α-syn::YFP sí se 
vio claramente aumentada cuando los animales fueron crecidos en OP50 (42.05 agregados 
en HT115 vs 68.30 agregados en OP50) (Fig. 3.30B).  
 
 
Figura 3.30. Toxicidad y agregación de α-syn::YFP en C. elegans dependiendo del tipo de bacteria utilizada como 
alimento. Las gráficas de los apartados A y B son idénticas a las de la sección 3.5, para facilitar su consulta. A) Defectos de 
movilidad en animales que expresan α-syn::YFP, crecidos en bacteria HT115 (gráfica izquierda) y en OP50 (gráfica derecha). 
B) Cuantificación de la formación de agregados α-syn::YFP en animales crecidos en bacteria HT115 (gráfica izquierda) y en 
OP50 (gráfica derecha). C) Problemas de movilidad de animales transgénicos VZ303, que portan el array extracromosómico 
vzEx107 (Pmyo-3::dnj-27 ADNc; Ptrx-3::mCherry,) y de sus hermanos no transgénicos, utilizados como control, crecidos en 
bacteria HT115. La gráfica representa la media de tres experimentos independientes, siendo las diferencias estadísticamente 




Por último, como se puede observar en la Figura 3.31, el tipo de bacteria utilizada 
también influye sobre la agregación de Q40::YFP así como sobre su toxicidad. De esta 
forma, los nematodos crecidos en OP50 muestran un fuerte aumento tanto en el porcentaje 
de animales con defectos de movilidad (Fig. 3.31A, círculos negros) como en el número de 
agregados, comparados con nematodos crecidos en HT115 (4.89 agregados en HT115 vs 
78.27 agregados en OP50).  
 
 
Figura 3.31. Toxicidad y agregación de Q40::YFP en C. elegans dependiendo del tipo de bacteria utilizada como 
alimento. Las gráficas de los apartados A y B son idénticas a las de la sección 3.6, para facilitar su consulta. A) Defectos de 
movilidad en animales que expresan Q40::YFP, crecidos en bacteria HT115 (gráfica izquierda) y en OP50 (gráfica derecha). 
B) Cuantificación de la formación de agregados Q40::YFP en animales crecidos en bacteria HT115 (gráfica izquierda) y en 
OP50 (gráfica derecha). C) Problemas de movilidad de animales transgénicos VZ299, que portan el array extracromosómico 
vzEx107 (Pmyo-3::dnj-27 ADNc; Ptrx-3::mCherry,) y de sus hermanos no transgénicos, utilizados como control, crecidos en 
bacteria HT115. La gráfica representa la media de dos experimentos independientes, no encontrándose diferencias 

































































A lo largo de la evolución, las células han desarrollado elaborados sistemas de 
control para asegurar el mantenimiento de la proteostasis. En el complicado ambiente 
celular, densamente cargado con multitud de macromoléculas, las proteínas se encuentran 
en riesgo constante de experimentar errores en su plegamiento. Cambios genéticos y 
factores ambientales, como los experimentados por ejemplo durante el desarrollo de una 
patología, también son capaces de alterar la homeostasis de proteínas dentro de la célula. 
De esta manera, la formación aberrante de agregados de proteínas y de oligómeros 
solubles característica de muchas enfermedades neurodegenerativas asociadas al 
envejecimiento (Ross & Poirier, 2004), desafían los sistemas de proteostasis de la célula. 
El retículo endoplasmático es un orgánulo multifuncional donde todas las proteínas 
de la ruta secretora y las proteínas integrales de membranas son plegadas y modificadas 
post-transcripcionalmente. Dado que estas proteínas representan un alto porcentaje del 
total de proteínas de la célula eucariota (alrededor de un tercio) (Vembar & Bodsky, 2008), 
el retículo endoplasmático juega un papel clave en el control del plegamiento y en el 
transporte de proteínas. Por esta razón, se han desarrollado mecanismos de control 
específicos dentro del retículo que aseguran el correcto plegamiento de las nuevas 
proteínas así como la eliminación, por medio de la ruta de la ERAD, de aquellas proteínas 
no nativas que el retículo no es capaz de plegar. La ERAD representa, por tanto, un 
mecanismo celular esencial dentro del complejo sistema de mantenimiento de la 
homeostasis de proteínas (Knittler et al., 1995). 
A la luz de los resultados obtenidos durante este estudio, se identificó dnj-27 y su 
homólogo humano ERdj5 como genes protectores en diferentes modelos de proteotoxicidad 
citoplasmática en C. elegans. En mamíferos, ERdj5 codifica para una proteína residente del 
retículo endoplasmático que, recientemente, ha sido descrita como una disulfuro reductasa 
implicada en ERAD, donde lleva a cabo la reducción de puentes disulfuro de proteínas mal 
plegadas (Ushioda et al., 2008). En primer lugar, demostramos que el gen dnj-27 de 
C. elegans, al igual que ERdj5, codifica una proteína que se dirige y localiza en el retículo 
endoplasmático in vivo, como sugiere el péptido señal de retención en el retículo HDEL en 
el extremo C-terminal de la proteína. La expresión de dnj-27 se induce además al provocar 
estrés en el retículo mediante el tratamiento con tunicamicina, lo que viene a respaldar el 
hecho de que dnj-27 sea el ortólogo de ERdj5 y su papel durante la degradación de 
proteínas en la ERAD. Se pudo determinar mediante ARNi que esta inducción de dnj-27 se 
produce por medio de la ruta de IRE-1/XBP-1, una de las tres ramas de la UPR. Este último 
resultado resulta muy interesante ya que es precisamente esta ruta la que está implicada en 




que codifica para EDEM, una de las proteínas asociadas a ERdj5 en el complejo 
supramolecular formado para la reducción de enlaces disulfuro de proteínas mal plegadas 
(Hiderou Yoshida et al., 2003). Todos estos datos, junto con la elevada homología de 
secuencia y estructural de la proteína del nematodo y la de mamífero, parecen confirmar 
realmente la conservación a lo largo de la evolución del papel de ERdj5/dnj-27 en la ERAD. 
Los diferentes ensayos realizados muestran el papel protector del gen dnj-27 en la 
agregación de Aβ humano, de α-syn humana y de proteínas poliQ en el citoplasma de 
células musculares de C. elegans, resultados que fueron corroborados cuando el gen ERdj5 
humano se expresó en estos modelos. Una mayor/menor agregación no es debida a un 
aumento/disminución de los niveles de estos péptidos, ya que como muestran los 
resultados obtenidos con los experimentos de western blots, los niveles totales de Aβ, α-syn 
y proteínas poliQ no se vieron afectados ni por la sobrexpresión ni por la bajada en los 
niveles de dnj-27, lo que descarta que DNJ-27 pueda intervenir en la degradación o en la 
síntesis de estos péptidos.  Por el contrario, estos resultados indican que el efecto de 
DNJ-27 es específico sobre el estado de agregación, y no sobre la cantidad de los mismos, 
planteándose la cuestión de cómo una proteína localizada en el retículo puede influir sobre 
la agregación en el citoplasma de péptidos con tendencia a agregar. Uno podría especular 
que, como ocurre para otras enzimas, DNJ-27 podría ejercer al menos parte de su función 
(especialmente en los experimentos donde se sobrexpresa dnj-27) en el citoplasma, 
localización subcelular de la proteína que podría haber pasado inadvertida fácilmente al 
microscopio. Sin embargo, debemos considerar que el citoplasma tiene un ambiente redox 
mucho más reducido que el del retículo endoplasmático, necesariamente más oxidante para 
permitir la formación de puentes disulfuro y otras modificaciones de las proteínas de la ruta 
secretora (Sevier et al., 2007). Por este motivo, lo más probable es que la actividad 
reductasa de DNJ-27 necesite de este ambiente altamente oxidante para realizar su función 
y que no presente actividad enzimática en el citoplasma de la célula, o que incluso el 
plegamiento de la proteína no sea el adecuado en estas condiciones redox más reducidas. 
Un resultado que podría arrojar luz sobre el posible mecanismo implicado en el 
efecto de DNJ-27 sobre la agregación citoplasmática, es el hecho de que la bajada de los 
niveles de DNJ-27 mediante ARNi resulta en un aumento de la degradación de proteínas 
citoplasmáticas vía autofagia y proteosoma. Una explicación lógica a este dato podría ser 
que la inhibición de dnj-27 probablemente comprometa la ERAD, o al menos, como es el 
caso de su homólogo en mamífero ERdj5, la ralentice (Ushioda et al., 2008). Así, se ha 
demostrado que la inhibición de ERdj5 no impide completamente la ERAD, y se ha 




puedan ser destinadas a la reducción de los puentes disulfuro de las proteínas mal 
plegadas (Braakman & Otsu, 2008), proceso que se produciría, con toda seguridad, de 
manera menos eficiente. El reclutamiento de estas otras enzimas para estos menesteres, 
distintos a los suyos propios, junto con la alteración de la homeostasis del retículo 
endoplasmático, probablemente contribuya aún más al aumento de las proteínas mal 
plegadas en este orgánulo, que saldrían al citosol para ser degradadas como respuesta a la 
disfunción provocada por la bajada de los niveles de DNJ-27. Por tanto, la inhibición de dnj-
27 seguramente provocaría, en última instancia, un aumento de la carga de proteínas mal 
plegadas -procedentes del retículo- también en el citoplasma.  De ahí el aumento de la 
degradación proteica encontrada en el citoplasma de las células musculares de C. elegans, 
que intentarían eliminar esta carga extra de proteínas mal plegadas. En nuestros modelos 
de enfermedades neurodegenerativas, la maquinaria de degradación del citoplasma, ya de 
por sí alterada por la acumulación de Aβ, α-syn y poliQ, junto con el incremento de 
proteínas mal plegadas provenientes del retículo, llevarían a una situación donde se 
favorecería la agregación proteica, ya que esta reducción de la capacidad en el 
mantenimiento de la proteostasis, como ha sido descrito anteriormente (Gidalevitz et al., 
2006), favorece la agregación de otras proteínas (sobre todo de proteínas con tendencia a 
agregar como Aβ, α-syn y poliQ). Esto sería debido a que la maquinaria de degradación 
proteica no podría eliminar de forma eficiente el conjunto de los agregados de Aβ, α-syn o 
poliQ y los provenientes del retículo. Apoyando esta línea argumental, se ha encontrado en 
estudios anteriores que la expresión de Aβ en C. elegans lleva a que muchas de las 
chaperonas del citoplasma se destinen a la reducción de la agregación del mismo (Fonte et 
al., 2002, 2008). Otra explicación alternativa, aunque no mutuamente excluyente, al hecho 
de que la inhibición de ERdj5 no bloquee completamente la ERAD sería que las proteínas 
mal plegadas del retículo endoplasmático pudieran ser retrotranslocadas al citoplasma, de 
manera menos eficiente, sin ser completamente desplegadas. Por lo tanto, al interferir 
dnj-27, las proteínas mal plegadas del retículo serían capaces de salir al citosol sin que se 
redujeran previamente sus enlaces disulfuro, o al menos no todos ellos, lo que disminuiría 
todavía más la capacidad de plegamiento del citoplasma al tener que dirigir también parte 
de sus recursos a la reducción de los puentes disulfuro de esta carga adicional de proteínas 
mal plegadas. 
Se podría argumentar que si la inhibición de dnj-27 conduce a disfunción del retículo, 
lo cual deriva en una mayor degradación de proteínas en el citoplasma, sería de esperar 
activación de la UPR. Sin embargo, nosotros no encontramos inducción del marcador de 




ARNi. Un razonamiento que podría explicar esta situación es considerar que la inhibición 
con ARNi de dnj-27 seguramente tan sólo produzca una pequeña alteración en la 
homeostasis del retículo que podría ser compensada por la maquinaria de plegado del 
citoplasma, de forma que el aumento de proteínas mal plegadas en el retículo sería 
fácilmente eliminado en el citoplasma, evitándose así estrés del retículo y la activación de la 
UPR. Esto concordaría además con el aumento en la degradación de proteínas en el 
citoplasma encontrada al bajar los niveles de DNJ-27. No obstante, cuando en el citoplasma 
se encuentren agregados de Aβ, α-syn y poliQ, es fácil imaginar que la maquinaria de 
degradación y plegado citoplasmática encontraría mayores problemas para eliminar estas 
proteínas mal plegadas provenientes del retículo. 
Nuestra hipótesis se ve apoyada además por los resultados que se obtuvieron 
cuando otros genes implicados en ERAD y UPR fueron estudiados, ya que, como era de 
esperar, se obtuvieron resultados parecidos en términos de degradación citoplasmática al 
estudiar estos otros genes implicados también en el plegamiento y degradación de 
proteínas mal plegadas. De esta manera, al igual que para dnj-27, el tratamiento con ARNi 
de los genes ire-1, xbp-1, pek-1, sel-1 y hrdl-1 dio lugar a un incremento de la degradación 
de las proteínas del citoplasma. Sin embargo, esta degradación de proteínas no se vio 
afectada cuando se utilizó ARNi de otros genes implicados en estas mismas rutas, como es 
el caso de atf-6, cup-2, R151.6 y sel-11. La falta de aumento en la degradación encontrada 
en estos últimos genes podría explicarse, no obstante, como consecuencia de una posible 
redundancia con otros genes. Ciertamente, por ejemplo, una redundancia parcial en la 
función de los genes cup-2 y R151.6 ha sido descrita en C. elegans (Schaheen et al., 2009), 
lo que parece apuntar en esta dirección. Conviene remarcar aquí que, con la única 
excepción de R151.6, estos últimos genes que no aumentan la degradación de proteínas 
citoplasmáticas, son precisamente aquellos en los que la protección no se extiende a los 
tres modelos de enfermedades neurodegenerativas estudiados. Todo esto parece 
indicarnos que, al menos para estos genes, los mecanismos de protección para los modelos 
en los que corresponda, han de ser necesariamente distintos a los que aquí proponemos 
para dnj-27. Entre estos mecanismos podrían encontrarse algunos de los que han sido 
previamente descritos en relación con la ERAD y la toxicidad a Aβ, α-syn y poliQ (Cooper et 
al., 2006; Duennwald & Lindquist, 2008; Kaneko et al., 2010). Así por ejemplo, se ha 
demostrado que la α-syn inhibe el tráfico entre retículo endoplasmático y aparato de Golgi 
en levaduras, produciéndose como resultado la acumulación específica de ciertas proteínas 
mal plegadas sustratos de la ERAD (Cooper et al., 2006). Por otro lado, también se ha 




algunas de las enzimas fundamentales implicadas en ERAD, siendo éste uno de los 
primeros eventos relacionados con la toxicidad de estas proteínas, tanto en levaduras como 
en células de mamífero (Duennwald & Lindquist, 2008). 
Por otro lado, la agregación citoplasmática de Aβ, α-syn o poliQ está relacionada 
con los fenotipos patológicos observados en los modelos de enfermedades 
neurodegenerativas en C. elegans (Hamamichi et al., 2008; C. D. Link, 1995; Satyal et al., 
2000). En consonancia con estos resultados, nosotros encontramos que el efecto de dnj-27 
sobre la toxicidad de estos péptidos muestra una alta correlación con los cambios en sus 
niveles de agregación. Sin embargo, todavía es objeto de debate si la formación de 
agregados es causa o consecuencia del desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, 
ya que las inclusiones proteicas y los agregados característicos de estos desórdenes han 
sido relacionados tanto con toxicidad como con protección (Arrasate, Mitra, Schweitzer, 
Segal, & Finkbeiner, 2004; Morley et al., 2002; Ross & Poirier, 2004; Treusch et al., 2009). 
Un estudio publicado recientemente concluye que un gen supresor de la agregación tendrá 
distintos efectos sobre la toxicidad dependiendo de la función celular afectada, así como de 
su red de interacción con otros genes (Silva et al., 2011). Si tenemos en cuenta que 
procesos relacionados con el plegamiento y la degradación en el retículo han sido 
asociados repetidamente a la patología de estas enfermedades, y la alta correlación 
encontrada entre toxicidad y agregación durante nuestros estudios, éste parece ser el caso 
para dnj-27, pero de cualquier manera, no se puede descartar que otros mecanismos se 
encuentren detrás del papel protector de dnj-27.  
Entre los sucesos claves que se pueden encontrar en la mayoría de los desórdenes 
neurodegenerativos destacan la aparición de estrés oxidativo y la disfunción mitocondrial 
(Drake, 2003; Gary E Gibson & Huang, 2005; Reddy & Reddy, 2011; B. Su et al., 2010). 
Durante este estudio se encontró que la inhibición de dnj-27 desencadena la fragmentación 
de la mitocondria, por lo que habría que tener en cuenta la participación de la mitocondria 
como otro posible factor potencial implicado en la protección de dnj-27. El retículo 
endoplasmático y la mitocondria están físicamente conectados y en estrecha comunicación 
por medio del subcompartimento especializado llamado MAM (Vance, 1990). En este 
contexto, es lógico pensar que la disfunción provocada en el retículo por la inhibición de 
dnj-27 podría afectar directamente también la función de la mitocondria. 
Las PDI son una familia de proteínas que también participan en los sistemas de 
control encargados del correcto plegamiento de las proteínas del retículo, permitiendo la 




encuentran relacionadas con ERdj5/DNJ-27. En distintos estudios, las PDI han sido 
identificadas como un factor protector de la neurotoxicidad y, como tales, muestran un 
incremento de su expresión en pacientes de distintas enfermedades neurodegenerativas 
(Conn et al., 2004; Uehara et al., 2006; Walker & Atkin, 2011). Por otro lado, un estudio 
publicado recientemente propone un papel dual para las PDI debido a que, en contraste con 
su función protectora inicial sugerida anteriormente que tendría como propósito reparar 
proteínas mal plegadas, las PDI son también capaces de activar un proceso de muerte 
celular por apoptosis provocando la permeabilización de la membrana externa de la 
mitocondria, cuando se acumulan a altos niveles durante el desarrollo de enfermedades 
neurodegenerativas (Hoffstrom et al., 2010). Se encontró además que, durante este 
proceso, las PDI se localizan preferentemente en este compartimento llamado MAM, lo cual 
podría ofrecer algunas claves sobre el mecanismo implicado en la fragmentación de la 
mitocondria inducida al inhibir dnj-27. Como ya se comentó en la introducción, la 
permeabilización de la mitocondria en mamíferos se produce mediante la formación de 
canales homo-oligoméricos de Bax o Bak en la membrana externa de la mitocondria (Leber, 
Lin, & Andrews, 2007). Las PDI parecen favorecer la oligomerización de Bak en la 
membrana de la mitocondria mediante la oxidación inter-molecular de residuos de cisteína. 
Aunque en C. elegans no existe un auténtico homólogo de las proteínas Bax/Bak, ya que no 
parece haber implicación mitocondrial en la apoptosis del nematodo, existen algunos 
homólogos de proteínas Bcl-2 que se localizan en la membrana mitocondrial que, como 
CED-9, están implicados en la regulación de la fisión mitocondrial (Delivani, Adrain, Taylor, 
Duriez, & Martin, 2006). De esta forma, dos posibles mecanismos pueden aventurarse a la 
luz de estos datos, siempre y cuando consideremos que estos procesos están conservados 
en el nematodo: 1) la reducción de los niveles de DNJ-27 llevaría lógicamente a un aumento 
de proteínas con puentes disulfuro anómalos que, como respuesta, las PDI del retículo 
intentarían remediar. Esto podría dar lugar a un aumento en la expresión de PDI que, si 
alcanzara niveles elevados, podría desencadenar  la fragmentación de la mitocondria, y 
2) se podría especular también sobre el hecho de que DNJ-27 pueda actuar directamente 
sobre proteínas Bcl-2 impidiendo así la permeabilización de la membrana. 
Nuestros datos, junto con los estudios mencionados, ponen de manifiesto la 
importancia del mantenimiento de la homeostasis del retículo endoplasmático y el papel de 
la formación de puentes disulfuro durante las enfermedades neurodegenerativas, ya que 
incluso pequeñas alteraciones en la homeostasis del retículo pueden dar lugar a una mayor 
toxicidad. Esta última consideración es particularmente importante en los desórdenes 




se conoce que la agregación de proteínas y las alteraciones de la proteostasis aumentan 
con la edad del individuo (David et al., 2010; Demontis & Perrimon, 2010). De esta forma, 
células envejecidas muestran problemas cada vez mayores para mantener en un estado de 
plegamiento adecuado a proteínas metaestables, como consecuencia, entre otros factores, 
de una disminución en la expresión y en la inducción de ciertas chaperonas residentes del 
retículo endoplasmático, como pueden ser BiP, calnexina o PDI (Naidoo, 2009). 
Es importante señalar, que durante estos estudios la protección de dnj-27 fue 
también compartida en la mayoría de los casos por el gen homólogo humano ERdj5. Estos 
datos no vienen sino a confirmar la función conservada durante la evolución de 
dnj-27/ERdj5. Así, la expresión de ERdj5 en células musculares de modelos de Parkinson y 
enfermedades de poliQ condujo a una reducción de la agregación de los dos péptidos con 
tendencia a agregar implicados. Sin embargo, la protección de ERdj5 no se hizo extensiva 
cuando se estudió la parálisis asociada al modelo de Alzheimer. En este caso hay que 
mencionar que los animales transgénicos que sobrexpresan ERdj5 muestran un fenotipo 
muy marcado de letalidad embrionaria y larvaria, probablemente debido a la sobrexpresión 
simultánea de ERdj5 y Aβ en el retículo. Dado que los experimentos de parálisis se llevan a 
cabo con animales adultos, una más que razonable explicación a la falta de protección de 
ERdj5 en este modelo sea que los animales que llegan a adulto, y por tanto los utilizados 
para realizar los ensayos, sean los que expresen menores niveles de ERdj5 desde el array 
extracromosómico. 
Otra cuestión importante que surgió durante el desarrollo de los distintos ensayos 
realizados fue la influencia del tipo de fuente de alimento sobre la toxicidad y la agregación 
de los péptidos asociados a las distintas enfermedades neurodegenerativas estudiadas. 
Para explicar estos resultados, conviene apuntar primero que las diferencias en la fuente de 
alimento pueden tener un efecto muy importante en el tiempo de vida de C. elegans, así 
como sobre otros parámetros (Maier, Adilov, Regenass, & Alcedo, 2010; Reinke, Hu, Sykes, 
& Lemire, 2010). Se ha demostrado que las estirpes de E. coli utilizadas de forma rutinaria 
como fuente de alimento para el cultivo de C. elegans en el laboratorio poseen valores 
nutricionales distintos, ya que los perfiles metabólicos y el almacenamiento de grasas de los 
nematodos se ve afectado. Este podría ser, por tanto, un factor a tener en cuenta en estas 
diferencias causadas por el tipo de bacteria utilizada, pero también conviene resaltar la 
posible implicación de la ruta de la insulina/IGF-1. Ésta es una ruta de señalización 
conservada evolutivamente y clave en el control de la longevidad de todos los organismos 
pluricelulares, y que modula tanto el efecto de gran parte de las señales sensoriales sobre 




al., 2003). En este sentido, se ha demostrado que probablemente sea la ruta de la insulina 
la que esté detrás de las diferencias de longevidad observadas en nematodos crecidos en 
HT115 y en OP50 (Maier et al., 2010). Además, diversos estudios han revelado como los 
diferentes modelos de enfermedades neurodegenerativas en C. elegans se ven 
influenciados por la ruta de la insulina (Cohen et al., 2010, 2006; Florez-McClure, Hohsfield, 
Fonte, Bealor, & Link, 2007; Morley et al., 2002), lo que directamente sugiere una conexión 
entre fuente de alimento y proteotoxicidad. Salvando las obvias diferencias entre las dietas 
de humanos y nematodos, nuestras observaciones concuerdan con el número creciente de 
estudios que indican un papel protagonista de factores externos, como puedan ser la dieta o 
toxinas ambientales, en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (Priyadarshi, 
Khuder, Schaub, & Priyadarshi, 2001; Ramesh et al., 2010; Tanner, 2003) . 
En resumen, durante esta tesis se descubrió que DNJ-27/ERdj5 funciona como un 
nuevo regulador de la proteotoxicidad relacionada con la edad en modelos de 
enfermedades neurodegenerativas en C. elegans. En esta protección, la comunicación 
entre diferentes compartimentos subcelulares parece estar implicada, dado que se 
encontraron tanto alteraciones en la proteostasis citoplasmática como en la estructura de la 


















































1. El silenciamiento por ARNi de diferentes genes de las familias de las 
tiorredoxinas, las glutarredoxinas y las peroxirredoxinas  afecta a los fenotipos 
asociados a los modelos de Alzheimer y Parkinson estudiados, aunque sólo los 
genes dnj-27 y gsr-1 muestran un papel protector en ambos modelos. 
2. dnj-27 muestra un patrón de expresión relativamente ubicuo y la proteína 
DNJ-27 se localiza en el lumen del retículo endoplasmático. 
3. La activación de la UPR induce la expresión del gen dnj-27 por medio de la ruta 
IRE-1/XBP-1. 
4. El gen dnj-27 juega un papel protector frente al fenotipo de parálisis progresiva y 
frente a la formación de depósitos amiloides de las estirpes modelo de Alzheimer 
estudiadas. 
5. dnj-27 protege de la toxicidad y la agregación asociada a α-sinucleína en 
diferentes modelos de la enfermedad de Parkinson en C. elegans. 
6. La protección del gen dnj-27 sobre la toxicidad y la agregación se extiende a un 
modelo de enfermedades de poliglutamina en C. elegans. 
7. El gen de humano ERdj5 juega un papel protector sobre la agregación de α-
syn::YFP y poliQ::YFP en los modelos estudiados. 
8. Otros genes de C. elegans implicados en la ERAD también juegan un papel 
protector en la mayoría de los modelos de enfermedades neurodegenerativas, 
aunque sólo los genes hrdl-1 y R151.6 parecen proteger en todos los modelos 
estudiados. 
9. Dada la alta correlación encontrada entre agregación y toxicidad, el efecto de 
dnj-27 sobre la agregación de los péptidos característicos de cada modelo 
podría, al menos en parte, estar detrás de su papel protector. 
10. El silenciamiento de dnj-27 por ARNi produce un aumento de la degradación de 
proteínas en el citoplasma de células musculares de C. elegans y la 
fragmentación de la mitocondria, aunque no tiene ningún efecto sobre la 
estructura de las miofibrillas del músculo. 
11. El tipo de bacteria utilizada como fuente de alimento influye sobre los fenotipos 




































Capítulo VI.  Materiales y 
















































6.1.1 Estirpes de C. elegans 
ESTIRPES GENOTIPO REF./FUENTE 
 





             Estirpe Silvestre 
            dnj-27 (ok2302) I 
         dnj-27 (ok2302) I (retrocruzada 6x) 
            dnj-27 (tm2785) I 
     CGCa 
     CGC 
Este estudio 
     NBRPb 
 




rrf-3 (pk1426) II 
smg-1 (cc546ts) I; rrf-3 (pk1426) II; dvIs27 
[pAF29 (Pmyo-3::Aβ 3-42::let-858 3´-UTR); 
pRF4(rol-6 (su1006))] X 
(Sijen et al., 2001) 
Cedida por el  
Dr. Chris D. Link 
 







dpy-5(e907) I ; sEX10640 [Pdnj-27::GFP; 
pCeh361 (dpy-5)] 
vzEx64 [pVZ34 (Pdnj-27::GFP::unc-54 3´-UTR)] 
vzEx65 [pVZ34 (Pdnj-27::GFP::unc-54 3´-UTR)] 
vzEx66 [pVZ34 (Pdnj-27::GFP::unc-54 3´-UTR)] 

























vzEx40 [pVZ325 (Pdnj-27::dnj-27:: 
dnj-27 3´-UTR); Punc-122::GFP] 
vzEx41 [pVZ325 (Pdnj-27::dnj-27:: 
dnj-27 3´-UTR); Punc-122::GFP] 
vzEx42 [pVZ325 (Pdnj-27::dnj-27:: 
dnj-27 3´-UTR); Punc-122::GFP] 
vzEx107 [pVZ451 (Pmyo-3::dnj-27 ADNc:: 
unc-54 3´-UTR); Ptrx-3::mCherry] 
vzEx108 [pVZ451 (Pmyo-3::dnj-27 ADNc:: 
unc-54 3´-UTR); Ptrx-3::mCherry] 
vzEx109 [pVZ451 (Pmyo-3::dnj-27 ADNc:: 














vzEx90 [pVZ448 (Pmyo-3::mCherry::TRAM-1)] 
vzEx91 [pVZ448 (Pmyo-3::mCherry::TRAM-1)] 












smg-1 (cc546ts) I; dvIs27 [pAF29 (Pmyo-3::Aβ 
3-42::let-858 3´-UTR); pRF4 (rol-6 (su1006))] X 
dvIs2 [pCL12 (Punc-54::Aβ 3-42::unc-54 
3´-UTR); pRF4 (rol-6 (su1006))] II 
dvIs10 [pDF1 (Punc-54::Aβ 3-42 dímero::unc-54 
3´-UTR); pRF4 (rol-6 (su1006))] 
dnj-27 (ok2302) I; dvIs2 [pCL12 (Punc-54::Aβ 
3-42::unc-54 3’-UTR); pRF4 (rol-6 (su1006))] II 
dvIs2 [pCL12 (Punc-54::Aβ 3-42::unc-54 
3´-UTR); pRF4 (rol-6 (su1006))] II; vzEx41 
[pVZ325 (Pdnj-27::dnj-27::dnj-27 3´-UTR); 
Punc-122::GFP] 
 
(Drake et al., 2003) 
 
 
(Link et al., 1995) 
 
 























baIn13 [Punc-54::α-syn::GFP::unc-54 3’-UTR; 
Punc-54::tor-2] 
dnj-27 (ok2302) I; baIn13 [Punc-54::α-syn:: 
GFP::unc-54 3’-UTR; Punc-54::tor-2] 
  unc-119 (ed3) III; pkIs2386 [Punc-54:: 
α -syn::YFP::unc-54 3´-UTR; unc-119(+)] IV 
unc-119 (ed3) III; pkIs2386 [Punc-54:: 
α -syn::YFP::unc-54 3´-UTR; unc-119(+)] IV; 
vzEx107 [pVZ451 (Pmyo-3::dnj-27 ADNc   
::unc-54 3´-UTR); Ptrx-3::mCherry] 
baIn11 [Pdat-1::α-syn::unc-54 3´-UTR; 
Pdat-1::GFP] 
baIn11 [Pdat-1::α-syn::unc-54 3´-UTR; 
Pdat-1::GFP]; vzEx41 [pVZ325 (Pdnj-27:: 
dnj-27::dnj-27 3´-UTR); Punc-122::GFP]  
vzEx37 [pVZ320 (Punc-54::α-syn::unc-54 
3’-UTR); pRF4 (rol-6 (su1006))] 
vzEx39 [pVZ320 (Punc-54::α-syn::unc-54 
3’-UTR); pRF4 (rol-6 (su1006))] 
(Hamamichi et al., 
2008) 
Este estudio 














rmIs133 [Punc-54::Q40::YFP] X 
rmIs133 [Punc-54::Q40::YFP] X; 
vzEx107[pVZ451(Pmyo-3::dnj-27 ADNc::  
unc-54 3´-UTR) ; Ptrx-3::mCherry] 
(Morley et al., 2002) 
Este estudio 
 






zcIs4 [Phsp-4::GFP] V 
vzEx38 [pVZ326 (Phsp-4::DsRed::unc-54 
3´-UTR); pRF4 (rol-6 (su1006))] 
dvIs2 [pCL12(Punc-54::Aβ 3-42:: 
unc-54 3´-UTR); pRF4 (rol-6(su1006))] II; 
zcls4  [Phsp-4::GFP] V 
 










zcls4 [Phsp-4::GFP] V; vzEx37 [pVZ320 
(Punc-54::α-syn::unc-54 3’-UTR); 
pRF4 (rol-6(su1006))] 
zcls4 [Phsp-4::GFP] V; dvIs10 [pDF1 
















vzEx43 [pVZ350 (Pmyo-3::cpl-1::YFP:: 
unc-54 3’-UTR); Punc-122::GFP] 
vzEx44 [pVZ350 (Pmyo-3::cpl-1::YFP:: 
unc-54 3’-UTR); Punc-122::GFP] 
vzEx45 [pVZ350 (Pmyo-3::cpl-1::YFP:: 
unc-54 3’-UTR); Punc-122::GFP] 
vzEx50 [pVZ352 (Pmyo-3::cpl-1W32A;Y35A:: 
YFP::unc-54 3’-UTR); Punc-122::GFP] 
vzEx51 [pVZ352 (Pmyo-3::cpl-1 W32A;Y35A:: 
YFP::unc-54 3’-UTR); Punc-122::GFP] 
vzEx52 [pVZ352 (Pmyo-3::cpl-1 W32A;Y35A:: 



















vzEx123 [pVZ476 (Pmyo-3::hERdj5 ADNc:: 
unc-54 3´-UTR); Punc-122::GFP] 
vzEx124 [pVZ476 (Pmyo-3::hERdj5 ADNc:: 
unc-54 3´-UTR); Punc-122::GFP] 
unc-119 (ed3) III; pkIs2386 [Punc-54:: 
α -syn::YFP::unc-54 3´-UTR; unc-119(+)] IV ; 
vzEx123 [pVZ476 (Pmyo-3 ::hERdj5 ADNc 
::unc-54 3´-UTR); Punc-122::GFP] 
dvIs2 [pCL12 (Punc-54::Aβ 3-42::unc-54 
3´-UTR); pRF4 (rol-6 (su1006))] II; vzEx123 
[pVZ476 (Pmyo-3 ::hERdj5 ADNc::unc-54 
3´-UTR); Punc-122::GFP] 
vzEx131 [pVZ476 (Pmyo-3::hERdj5 ADNc 
::unc-54 3´-UTR); Pmyo-2 ::mCherry] 
vzEx132 [pVZ476 (Pmyo-3::hERdj5 ADNc 



















vzEx133 [pVZ476 (Pmyo-3::hERdj5 ADNc:: 
unc-54 3´-UTR); Pmyo-2 ::mCherry] 
rmIs133 [Punc-54::Q40::YFP] X; vzEx131 
[pVZ476 (Pmyo-3::hERdj5 ADNc::unc-54 
3´-UTR); Pmyo-2 ::mCherry] 
rmIs133 [Punc-54::Q40::YFP] X; vzEx132 
[pVZ476 (Pmyo-3::hERdj5 ADNc::unc-54 
3´-UTR); Pmyo-2 ::mCherry] 
rmIs133 [Punc-54::Q40::YFP] X; vzEx133 
[pVZ476 (Pmyo-3::hERdj5 ADNc::unc-54 


















ccIs55 [Punc-54::∆unc-54::lacZ::unc-54 3’-UTR] 
V 
unc-51(e369) V, ccIs55 [Punc-54:: 
∆unc-54::lacZ::unc-54 3’-UTR] V 
mpk-1 (n2521) III; him-8 (e1489), ccIs55 
[Punc-54::∆unc-54::lacZ::unc-54 3’-UTR] V 
daf-18 (e1375) IV; ccIs55 [Punc-54:: 
∆unc-54::lacZ::unc-54 3’-UTR] V 
ced-3(n717) IV; ccIs55 [Punc-54:: 
∆unc-54::lacZ::unc-54 3’-UTR] V 







                 Estirpes para la evaluación de la mitocondria y las miofibrillas 
CB5600 
PJ727 
him-8 (e1489) IV; ccIs4251 [Pmyo-3:: 
NLS::GFP-lacZ; Pmyo-3::MitGFP] I 
jIs01 [myo-3::GFP, rol-6(su1006)]; ccIs55 
[Punc-54:: ∆unc-54::lacZ::unc-54 3’-UTR] V 
(Fire et al., 1998) 
(Fostel et al., 2003) 
 
 
a Caenorhabditis Genetics Center 
b National BioResource Proyect 
c La estirpe con genotipo vzEx60 [pVZ378 (Pdnj-27::dnj-27::YFP::KDEL)]; vzEx90 [pVZ448 (Pmyo-3::mCherry::TRAM-1)] 
utilizada para demostrar la colocalización de DNJ-27 con TRAM-1 en el retículo endoplasmático, se generó cruzando las 
estirpes VZ184 y VZ254. Sin embargo, no pudo obtenerse progenie transgénica doble viable derivada de esta estirpe, por lo 












Auxótrofo a uracilo 
F-, mcrA, mcrB, IN(rrnD-rrnE)1, rnc14::Tn10 (DE 
lysogen: lacUV5 promoter-T7 polymerase). 
F– Φ80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF) U169 recA1 
endA1 hsdR17 (rK–, mK+) phoA supE44 λ– thi-1 
gyrA96 relA1 
(Brenner, 1974) 
(Sijen et al., 2001) 




6.2 Medios de cultivo, soluciones y tampones 













Solución de bleaching 
3 g/L NaCl 
2.5 g/L peptona 
17 g/L agar 
5 g/L colesterol 
1 mM MgSO4 
0.05 M tampón fosfato 
 
A la receta anterior se añade: 
25 µg/ml carbenicilina 
1 mM IPTG 
3 g/L KH2PO4 
6 g/L Na2HPO4 
5 g/L NaCl 
1 mM MgSO4 
5.85 g/L NaCl 
1 g/L K2HPO4 
6 g/L KH2PO4 
1.5% NaOCl 
1 M NaOH 
 
 








Super Optimal broth with 
Catabolite repression (SOC) 
 
10 g/L triptona 
5 g/L extracto de levadura 
10 g/L NaCl 
          para hacer placas se añade 15 g/L agar 
 
 
20 g/L triptona 
5 g/L extracto de levadura 
10 mM NaCl 
2.5 mM KCl 
20 mM MgSO4 
20 mM glucosa 
6.2.3 Otras soluciones y tampones 
SOLUCIÓN/TAMPÓN COMPOSICIÓN 





Tampón de lisis de proteínas 
Tampón Laemmli (5x) 
 
25x Phosphate Buffer Saline 
(PBS) 
50 mM KCl 




10 mM Tris/HCl pH 8.3 
150 mM NaCl 
1% NP-40 
50 mM Tris-HCl pH 8 
50% glicerol 
10% SDS 
0.05% azul de bromofenol 
5% β-mercaptoetanol 
31.3 mM Tris   
44 mM KH2PO4 
253 mM Na2HPO4 
3.42 M NaCl 









6.3 Plásmidos y vectores 
NÚMERO PLÁSMIDO DESCRIPCIÓN REF./FUENTE 
VECTORES DE CLONACIÓN 
pGEM-T Easy Vector Vector que facilita la clonación directa 
de fragmentos de PCR, gracias a un 
residuo de T añadido en cada uno de 
los extremos 3´. Contiene los 
promotores SP6 y T7. 
Promega 
pL4440 Vector para ensayos de ARNi con dos 
promotores T7 para la producción de 
ARN de doble cadena en bacterias 
HT115. Sin inserto se utiliza como 
control negativo en los ensayos de 
ARNi. 
(Timmons & Fire, 
1998) 
pPD95.77 Vector de expresión en C. elegans, sin 
promotor, que incluye el gen GFP. 
Presenta la región 3´-UTR del gen 




pCJ102 Vector de expresión en C. elegans, sin 
promotor, que incluye el gen DsRed. 
Presenta la región 3´-UTR del gen 
unc-54 de C. elegans. 
(Winkelbauer et 
al., 2005) 
pDEST Vector de expresión que facilita la 
clonación de fragmentos mediante un 




PLÁSMIDOS PARA ENSAYOS DE ARNi 
pVZ5 pL4440/unc-22 Plásmido usado como control positivo 
en ensayos de ARNi. Produce un 
fenotipo  de movimiento descoordinado. 
(Timmons & Fire, 
1998) 
pVZ18 pL4440/dnj-27 Plásmido para interferir la expresión del 
gen dnj-27. 
Este estudio 
pVZ12 pL4440/trx-1 Plásmido para interferir la expresión del 
gen trx-1. 
Este estudio 
pVZ9 pL4440/trxr-1 Plásmido para interferir la expresión del 
gen trxr-1. 
Este estudio 
pVZ16 pL4440/trx-2 Plásmido para interferir la expresión del 
gen trx-2. 
(Cacho-Valadez 
et al., 2012) 
pVZ10 pL4440/trxr-2 Plásmido para interferir la expresión del 
gen trxr-2. 
(Cacho-Valadez 
et al., 2012) 
pVZ15 pL4440/trx-4 Plásmido para interferir la expresión del 
gen trx.4. 
Este estudio 
pVZ17 pL4440/trx-5 Plásmido para interferir la expresión del 
gen trx-5. 
Este estudio 
pVZ19 pL4440/trx-3 Plásmido para interferir la expresión del 
gen trx-3. 
Este estudio 
pVZ11 pL4440/txl Plásmido para interferir la expresión del 
gen txl. 
Este estudio 












pVZ20 pL4440/glrx-10 Plásmido para interferir la expresión del 
gen glrx-10. 
Este estudio 
pVZ21 pL4440/glrx-21 Plásmido para interferir la expresión del 
gen glrx-21. 
Este estudio 
pVZ229 pL4440/glrx-22 Plásmido para interferir la expresión del 
gen glrx-22. 
Este estudio 
pVZ137 T7pSport/prdx-2 Plásmido para interferir la expresión del 
gen prdx-2. 
(Isermann et al., 
2004) 
pVZ136 T7pSport/prdx-3 Plásmido para interferir la expresión del 
gen prdx-3. 
(Isermann et al., 
2004) 
pVZ139 T7pSport/prdx-6 Plásmido para interferir la expresión del 
gen prdx-6. 
(Isermann et al., 
2004) 












































pVZ217 pL4440/Aβ Plásmido para interferir la expresión de 
Aβ. 
Construido por el 
Dr. Chris D. Link 
            PLÁSMIDOS DE EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS FLUORESCENTES 
pVZ34 pPD95.77/  
Pdnj27::GFP:: 
unc-54 3´-UTR 







Plásmido para estudiar la expresión y 
localización subcelular del gen dnj-27. 
Este estudio 









Plásmido para sobrexpresar dnj-27 bajo 





Plásmido para sobrexpresar dnj-27 en 
células musculares de C. elegans. 
Este estudio 
                                   MARCADORES DE TRANSGÉNESIS 
pVZ309 pRF4(pUC16)/ 
rol-6 (su1006) 
Co-inyectado como marcador produce 
fenotipo “Roller”. 




Co-inyectado como marcador induce la 





Co-inyectado como marcador induce la 
expresión de mCherry en intestino. 
Este estudio 
pVZ495  pCFJ90 
(Pmyo-2::mCherry) 
Co-inyectado como marcador induce la 
expresión de mCherry en faringe. 
(Frøkjær-jensen 
et al., 2008) 




Marcador de retículo endoplasmático en 
células musculares de C. elegans. 
Este estudio 




Plásmido que permite la expresión de 
α-sinucleína sin GFP en células 
musculares de C. elegans. 
Este estudio 










Induce la expresión de cpl-1 fusionado 
a YFP en lisosomas. Se utiliza como 






La forma mutada de cpl-1 fusionada a 
YFP se acumula en el retículo y 
permite observar la inducción de 
ERAD. 
Este estudio 




Permite la expresión del gen humano 










NÚMERO SECUENCIA (5´     3´) DESCRIPCIÓN 
CEBADORES DE SECUENCIACIÓN GENERALES 
T7 GTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTG 
Secuenciación de insertos clonados en 
el vector pGEM-T Easy Vector. 
Cebador directo. 
SP6 GGTGACACTATAGAATACTCAAGCTATGC 
Secuenciación de insertos clonados en 
el vector pGEM-T Easy Vector. 
Cebador inverso. 
AMV-03 CTCACTATAGGGAGACCGGCAG 
Secuenciación de insertos clonados en 
el vector pL4440. Cebador directo. 
AMV-04 GTAATACGACTCACTATAGGGC 
Secuenciación de insertos clonados en 
el vector pL4440. Cebador inverso. 
AMV-05 GCTGAAATCACTCACAACGATG 
Secuenciación de insertos clonados en 
el vector pPD95.77. Cebador directo. 
AMV-06 ACCATCTAATTCAACAAGAATTGG 
Secuenciación de insertos clonados en 
el vector pPD95.77. Cebador inverso. 
AMV-07 AAAGTTCTTCTCCTTTACTC 
Secuenciación de insertos clonados en 
el vector pPD95.77. Cebador inverso. 
CEBADORES DE RASTREO DE ALELOS 
AMV-266 GCCGGTGTGTCATAAGGATT 
Rastreo y secuenciación del alelo 
ok2302 del gen dnj-27. Cebador 
directo para las PCR interna y externa. 
AMV-268 ATCCATGGTTCCGATGAGTC 
Rastreo y secuenciación del alelo 
ok2302 del gen dnj-27. Cebador 
inverso de la PCR externa. 
AMV-279 CATGTGCATTTTCATCGAACG 
Rastreo del alelo ok2302 del gen 
dnj-27. Cebador inverso de la PCR 
interna. 
AMV-236 TATAAATATTTCTGCGATTGCGATTGG 
Rastreo del alelo pk1426 del gen rrf-3. 
Cebador directo para las PCR interna 
y externa. 
AMV-237 CTCAAATCTCGCATACGAGAGG 
Rastreo del alelo pk1426 del gen rrf-3. 
Cebador inverso de la PCR interna. 
AMV-238 ATCAACGTCTTCTGGACAAATC 
Rastreo del alelo pk1426 del gen rrf-3. 
Cebador inverso de la PCR externa. 
CEBADORES PARA CONSTRUCCIONES DE ARNi 
AMV-90 CTAGTCTAGAATGAGGGCAATTG 
Construcción del plásmido 
pL4440/dnj-27 para ensayos de 






Construcción del plásmido 
pL4440/dnj-27 para ensayos de 
ARNi. Cebador inverso. 
AMV-45 ATGCTCTAGAATGTTGAAACGATG 
Construcción del plásmido 
pL4440/trx-1 para ensayos de 
ARNi. Cebador directo. 
AMV-46 GCATCTCGAGTCATTGAGCAGATAC 
Construcción del plásmido 
pL4440/trx-1 para ensayos de 
ARNi. Cebador inverso. 
AMV-23 TTTATCTAGAATGAAATCTCTCAC 
Construcción del plásmido 
pL4440/trxr-1 para ensayos de 
ARNi. Cebador directo. 
AMV-24 TGGACTGCAGTTAACCTCAGCAAC 
Construcción del plásmido 
pL4440/trxr-1 para ensayos de 
ARNi. Cebador inverso. 
AMV-95 CTAGTCTAGAATGGCTAAGAAC 
Construcción del plásmido 
pL4440/trx-3 para ensayos de 
ARNi. Cebador directo. 
AMV-96 GTGCACTGCAGTTATGCACGGATTC 
Construcción del plásmido 
pL4440/trx-3 para ensayos de 
ARNi. Cebador inverso. 
AMV-75 ATGCTCTAGAATGTCTATCGCAATC 
Construcción del plásmido 
pL4440/trx-4 para ensayos de 
ARNi. Cebador directo. 
AMV-76 GCATCTCGAGTCATTGAAGAGCTG 
Construcción del plásmido 
pL4440/trx-4 para ensayos de 
ARNi. Cebador inverso. 
AMV-85 TGCATCTAGAATGGATATTTTGGC 
Construcción del plásmido 
pL4440/trx-5 para ensayos de 
ARNi. Cebador directo. 
AMV-86 TGCACTCGAGTTACTTTAAGCATT 
Construcción del plásmido 
pL4440/trx-5 para ensayos de 
ARNi. Cebador inverso. 
AMV-43 CCCCTCTAGAATGCCAGTTATCAAC 
Construcción del plásmido 
pL4440/txl para ensayos de ARNi. 
Cebador directo. 
AMV-44 ATTGCTCGAGTCAATGAGCTGCATC 
Construcción del plásmido 
pL4440/txl para ensayos de ARNi. 
Cebador inverso. 
AMV-100 CTGATCTAGAATGTCAAAAGCCTTTGTCGACGG 
Construcción del plásmido 
pL4440/glrx-10 para ensayos de 
ARNi. Cebador directo. 
AMV-101 GCCGCTCGAGCTATAGAGCTCCGG 
Construcción del plásmido 
pL4440/glrx-10 para ensayos de 
ARNi. Cebador inverso. 
AMV-106 CTAGTCTAGAATGGGAGGAGTCAC 
Construcción del plásmido 
pL4440/glrx-21 para ensayos de 
ARNi. Cebador directo. 
AMV-107 GCCGCTCGAGTTATTCTTTCGGCG 
Construcción del plásmido 
pL4440/glrx-21 para ensayos de 
ARNi. Cebador inverso. 
AMV-253 TAGCTCTAGAATGGGAGGATCTGCATC 
Construcción del plásmido 
pL4440/glrx-22 para ensayos de 
ARNi. Cebador directo. 
AMV-255 TAGCCTGACGTCAAATTTTCGATGC 
Construcción del plásmido 
pL4440/glrx-22 para ensayos de 
ARNi. Cebador inverso. 




CEBADORES PARA CONSTRUCCIONES DE EXPRESIÓN DE GFP 
AMV-87 ACCTCTGCAGATTTTCATAACAAAATACCT 
Expresión transcripcional y 
traduccional del gen dnj-27. 
Cebador directo. 
AMV-88 TTCTGGATCCGACAATTGCCCTCATTTTCT 
Expresión transcripcional del gen 
dnj-27. Cebador inverso. 
AMV-395 CATGGGTACCTGCTCATCAAGCTTCAACTG 
Expresión traduccional del gen 
dnj-27. Cebador inverso. 
CEBADORES PARA CONSTRUCCIONES DE SOBREXPRESIÓN DE DNJ-27 
AMV-87 ACCTCTGCAGATTTTCATAACAAAATACCT 
Sobrexpresión de dnj-27 bajo el 
control de su promotor endógeno 
y su propio 3´-UTR. Cebador 
directo. 
AMV-334 CGTACGGAGGGGCAAATTGGCTGAAA 
Sobrexpresión de dnj-27 bajo el 
control de su promotor endógeno 




Sobrexpresión de dnj-27 en el 
vector pDEST bajo el control del 




Sobrexpresión de dnj-27 en el 
vector pDEST bajo el control del 
promotor del gen myo-3. Cebador 
inverso. 
CEBADORES PARA REACCIONES DE RT-PCR 
AMV-309 CATCAGCTGGCTCCTACGTGG 
Reacciones de RT-PCR del gen 
dnj-27. Cebador directo para la 
primera ronda de amplificación. 
AMV-310 CTGAGCTCTACTACGAGACG 
Reacciones de RT-PCR del gen 
dnj-27. Cebador directo para la 
segunda ronda de amplificación. 
AMV-311 CGGATAAGCTCTAACTTGAGC 
Reacciones de RT-PCR del gen 













6.5 Crecimiento y mantenimiento de organismos 
6.5.1 Bacterias 
El medio utilizado de forma rutinaria para cultivar las distintas estirpes de E. coli 
durante nuestros ensayos fue el medio LB, mientras que el medio SOC se utilizó cuando se 
necesitó crecer grandes cantidades de bacteria. Según necesidad, al medio en cuestión se 
le añadió el antibiótico de selección requerido. Los antibióticos ampicilina y tetraciclina se 
utilizaron a una concentración final de 50 µg/ml y 15 µg/ml respectivamente. En medio 
líquido, las bacterias se crecieron a 37ºC con agitación (120-200 rpm) y en medio sólido en 
estufa a la misma temperatura. 
 
La conservación de estirpes bacterianas por largos períodos de tiempo se realizó en 
medio LB líquido con glicerol al 15% a -80ºC. 
 
6.5.2 C. elegans 
6.5.2.1 Crecimiento de C. elegans 
C. elegans se mantiene generalmente en el laboratorio a 16ºC ó 20ºC en placas de 
NGM sembradas previamente con un césped bacteriano de E. coli  OP50 (Brenner, 1974). 
Para transferir los nematodos de una placa de Petri a otra se utilizó una pica hecha con hilo 
de platino. La frecuencia de transferencia de los nematodos a nuevas placas depende del 
genotipo de los mismos, de la temperatura de crecimiento y del experimento. En general, 
los stocks se mantuvieron a 16ºC por un período de hasta 3 meses, y los experimentos se 
realizaron a 20ºC, aunque otras temperaturas fueron también usadas en función de las 
condiciones de experimentación. 
 
6.5.2.2 Conservación de estirpes 
La conservación de estirpes de C. elegans durante largos períodos de tiempo se 
llevó a cabo a -80ºC. De esta forma, C. elegans puede ser guardado durante años a -80ºC 
o indefinidamente en nitrógeno líquido, siendo los animales en el estadio larvario L1-L2 los 
que mejor resisten el proceso de congelado. 
 
Para optimizar al máximo el rendimiento de la congelación, se partió, en cada caso, 
de tres placas NGM (Ø 6 cm) saturadas de animales sin comida. Se procuró un número 
elevado de animales en estadio larvario L1-L2 resistentes al proceso de congelación. Los 




nematodos fueron recogidos de las placas usando para ello tampón S al que se le añadió, 
posteriormente, un volumen igual de glicerol al 30%. Finalmente, se transfirieron los 
animales a distintos criotubos en donde fueron congelados gradualmente a -80ºC, utilizando 
para ello un bloque de poliestireno expandido perforado. Al día siguiente, tras descongelar 
un vial para comprobar la eficiencia del proceso de congelación, los tubos fueron colocados 
en las respectivas cajas de stocks, donde se mantuvieron a -80ºC hasta su uso. 
 
Para la utilización de estirpes congeladas, la descongelación se hizo a temperatura 
ambiente. El contenido del criotubo se vertió entonces sobre una placa NGM sembrada con 
bacteria OP50. 
 
6.5.2.3 Limpieza, preparación de embriones y sincronización 
Una de las ventajas de trabajar con C. elegans es que puede ser tratado con una 
solución llamada de “bleaching”, que contiene hipoclorito e hidróxido de sodio, con la que se 
puede eliminar cualquier tipo de contaminación y degradar a todos los nematodos de 
cualquier estadio larvario, pero a la que son resistentes los embriones, que serán los únicos 
que sobreviven gracias a la protección de la cubierta del huevo. Así, cuando se necesite 
descontaminar una placa que se encuentre contaminada con bacterias, hongos o levaduras, 
bastará con transferir a una gota de unos 15 µl de solución de bleaching depositada en una 
esquina, fuera del césped de una placa, alrededor de 10 hermafroditas adultas grávidas. A 
este proceso sólo sobrevivirán los embriones que portaban las hermafroditas, ahora 
descontaminados. 
 
Este mismo proceso también permite la sincronización de animales en el mismo 
estadio. Con este fin, placas saturadas con hermafroditas grávidas y huevos fueron 
recogidas con tampón M9 en tubos de polipropileno de 15 mL. Tras centrifugar a 1200 rpm 
durante 2 minutos, el sobrenadante fue eliminado por aspiración y se realizó un nuevo 
lavado con 14 mL de tampón M9. Posteriormente, se añadió 3 mL de solución de bleaching 
al pellet y la mezcla se incubó alrededor de 5 minutos con agitación vigorosa, para aislar los 
huevos resistentes al tratamiento. Para evitar la degradación de los embriones, se vigiló 
constantemente a la lupa. Cuando la mayoría de los animales adultos aparecieron 
degradados, se realizaron al menos tres lavados con tampón M9 centrifugando a 2000 rpm 
durante 2 minutos, para eliminar los restos de hipoclorito e hidróxido de sodio. En este 
momento, tendremos lista una preparación de embriones, que podrá ser utilizada para 
sincronizar a los nematodos siguiendo el procedimiento que se indica en el párrafo 





Cuando se pretendió sincronizar los animales, se resuspendió el pellet en 3 mL de 
M9 y se incubó durante toda la noche a 20ºC en un rotor. Las larvas L1 que salen de los 
huevos al eclosionar, no podrán progresar al siguiente estadio de desarrollo al encontrarse 
en ausencia de alimento. Tras centrifugar a 1200 rpm durante 2 minutos, se transfieren 
estas larvas L1 a placas NGM sembradas con bacteria OP50, que a partir de ahora 
seguirán su proceso normal de desarrollo de manera sincronizada. También es posible 
realizar una sincronización a menor escala colocando, como se comentó anteriormente, 
varias hermafroditas grávidas en una gota de solución de bleaching dispuesta en el filo de 
una placa. 
 
Un método alternativo para la sincronización de animales consiste en dejar a varios 
adultos poner huevos en una placa NGM sembrada con OP50 durante dos o tres horas. 
Después se retiran los adultos de la placa y se deja incubando los huevos a la temperatura 
deseada. 
 
6.6 Extracción de ADN genómico de C. elegans y genotipado por PCR 
El protocolo seguido para la extracción de ADN genómico consiste en la colocación 
de uno o varios nematodos en un vial de PCR, al que se añadió previamente 1 µl de 
tampón de lisis y 1% de proteinasa K (20 mg/mL) por cada individuo. A continuación se 
congelaron las muestras a -80ºC durante al menos una hora, ya que esto favorece la rotura 
de los animales, tras lo cual se sometieron a una incubación de 65ºC durante una hora, 
dando como resultado la lisis de los gusanos y la salida del ADN genómico, gracias a la 
acción de la proteinasa. Finalmente, la proteinasa K fue inactivada mediante un proceso de 
incubación a 95ºC durante quince minutos. 
 
Para el genotipado de animales y la detección de mutantes, este ADN genómico fue 
usado como molde para la amplificación por PCR de las regiones de interés con cebadores 
diseñados específicamente para la distinción entre alelos mutantes y silvestre, ya que los 
diferentes alelos darán lugar a fragmentos de ADN de distinto tamaño. 
 
6.7 Extracción de ARN total de C. elegans y RT-PCR (reverse transcriptase 
PCR) 
Las reacciones de RT-PCR se usan para retro-transcribir una cadena de ARN, 
dando así lugar a su ADN complementario (ADNc), seguida de una amplificación del ADN 
resultante mediante PCR. 
 




Para purificar ARN total de C. elegans, se realizó una preparación de embriones, 
como se describe en la sección 6.5.2.3, partiendo de varias placas con gran número de 
hermafroditas grávidas. Tras ello, la extracción de ARN de los embriones se efectuó 
utilizando el kit NucleoSpin RNA II (Macherey-Nagel) disponible comercialmente, siguiendo 
las instrucciones del fabricante. Posteriormente, el ARN aislado fue tratado con Amplification 
Grade DNase I (Sigma) para eliminar posibles trazas de ADN genómico de la muestra. 
 
El segundo paso del proceso, convertir el ARN en ADNc, se llevó a cabo partiendo 
de 1 µg del ARN total purificado y usando el kit iScriptTM cDNA Synthesis (Biorad), mediante 
el cual se puede transformar todo el ARN en ADN, utilizando cebadores inespecíficos. Tras 
completarse la reacción de retro-transcripción, el ADNc generado se usó como molde para 
su amplificación mediante PCR con cebadores específicos. 
 
La amplificación del ADNc completo del gen dnj-27, para su posterior clonación en el 
vector de expresión pDEST del sistema de clonación Gateway (Invitrogen), se realizó 
utilizando los cebadores específicos UA-F y UA-R, que incluyen las secuencias de 
recombinación necesarias para utilizar esta tecnología. Sin embargo, cuando la finalidad fue 
conocer si el ARNm del gen en cuestión era transcrito, la amplificación del ADNc se realizó 
mediante PCR anidada. Este tipo de PCR tiene mayor sensibilidad en la detección de 
fragmentos, ya que se hacen dos rondas de PCR, la segunda utilizando cebadores cuyas 
secuencias complementarias se encuentran dentro de la secuencia amplificada por los 
cebadores de la primera ronda. Así, para amplificar el ADNc del gen dnj-27 de la estirpe 
silvestre y del alelo mutante dnj-27 (ok2302) se recurrió a la pareja de cebadores AMV-309 
y AMV-311 para la primera ronda y la pareja AMV-310 y AMV-311 para la segunda. 
 
6.8 Cruces genéticos de estirpes de C. elegans 
Aunque las hermafroditas de C. elegans generalmente se reproducen por 
autofertilización, también pueden aparearse con machos, produciéndose así fertilización 
cruzada. Esta propiedad se utiliza en el laboratorio para transferir material genético de una 
estirpe a otra y producir progenie con genotipos específicos. 
 
De forma general, se utilizaron dos placas NGM sembradas con OP50 por cada 
cruce, para aumentar la posibilidad de obtener progenie proveniente del cruce. En cada 
placa se colocaron hermafroditas L4, que aún no son fértiles y por tanto todavía no han 
sufrido ningún proceso de autofertilización, acompañadas de machos en una proporción 





esta forma, las fertilizaciones cruzadas. Alrededor de tres días después, debería haber 
progenie suficiente para seleccionar individuos provenientes del cruce de la F1. Una forma 
sencilla de comprobar si los cruces han funcionado, consiste en examinar el número de 
machos en la generación F1, donde la proporción de hermafroditas y machos deberá ser 
aproximadamente de 1:1. El seguimiento de las mutaciones o del material genético que se 
desea transferir se hizo por PCR, utilizando marcadores fluorescentes (GFP, mCherry, etc.) 
o fenotipos visibles. En la Figura 6.1 se muestra un ejemplo de la estrategia de cruce a 
seguir para la obtención de progenie con un fenotipo determinado. 
 
 
Figura 6.1. Estrategia de cruce a seguir para la obtención de la estirpe VZ80 dnj-27 (ok2302); Punc-54::Aβ; rol-6 
(su1006). Se cruzaron machos dnj-27 (ok2302) con hermafroditas Punc-54::Aβ; rol-6 (su1006). Los machos provenientes del 
cruce habrán de ser, necesariamente, heterocigotos para ambos genes. Para aumentar la frecuencia de homocigotos para la 
mutación dnj-27 (ok2302), estos machos se volvieron a cruzar con hermafroditas dnj-27 (ok2302) homocigotas. El seguimiento 
del gen Punc-54::Aβ; rol-6 (su1006) se realizó por el fenotipo roller, y así, se tomaron nematodos hermafroditas roller de la F2 
(que habrán de ser Punc-54::Aβ; rol-6 heterocigotos) para la identificación, por PCR, de los animales homocigotos para la 
mutación dnj-27 (ok2302). Finalmente, estos animales se retrocruzaron y se separaron varios roller de la F3. Los individuos 




Las estirpes de C. elegans obtenidas de los repositorios internacionales, han de ser 
necesariamente cruzadas varias veces con nematodos silvestres para eliminar posibles 
mutaciones en otros genes, que podrían haberse originado durante el proceso de 




mutagénesis indiscriminada usada para generar mutantes en este organismo (Ahringer & 
ed., 2006). Si no fuera así, estas mutaciones no deseadas podrían interferir con el fenotipo 
de nuestro mutante.  
 
En este estudio, todas las estirpes mutantes fueron retrocruzadas seis veces con la 
estirpe silvestre Bristol N2. 
 
6.9 Construcción de plásmidos y transgénesis 
6.9.1 Clonación 
Por medio de procesos de clonación, los fragmentos de ADN en cuestión fueron 
insertados en diferentes vectores para su expresión en C. elegans o en bacteria. De manera 
general, el fragmento de ADN de interés fue amplificado mediante PCR usando cebadores 
que permitieron la introducción de sitios de restricción específicos en los extremos de dicho 
fragmento. La enzima polimerasa High Fidelity Enzyme (Fermentas) de alta fidelidad, que 
es capaz de corregir errores en la adición de nucleótidos, se empleó para la amplificación 
del ADN, que fue posteriormente clonado en el vector pGEM-T easy vector (Promega) 
incubando con la ligasa T4 (Fermentas) durante toda la noche a 4ºC. La mezcla de ligación 
se utilizó para transformar células competentes E. coli DH5α según el siguiente protocolo: 
50 µl de bacteria y 5 µl de la mezcla de ligación se incubaron durante 20 minutos en hielo. 
Tras ello, se dio un choque térmico de 42ºC durante 1 minuto para permitir la entrada del 
plásmido en la célula. Se incubó durante dos minutos en hielo y se crecieron las bacterias 
durante 1 hora a 37ºC en LB para permitir su crecimiento antes de exponerlas al antibiótico 
(ampicilina en el caso del vector pGEM-T). Por último, se sembraron las bacterias en placas 
de LB-agar con ampicilina y se creció a 37ºC durante toda la noche. A estas mismas placas 
se les añadió además IPTG 0.5 mM y X-Gal 80 µg/ml. El sitio de clonación del vector 
pGEM-T se encuentra dispuesto dentro de la región codificante del gen lacZ, que codifica la 
enzima β-galactosidasa. La adición de IPTG permite la inducción de la β-galactosidasa que 
será entonces capaz de metabolizar el X-Gal, dando como resultado un producto de color 
azul. De esta forma, la inactivación por inserción del gen lacZ, permite la identificación 
directa por color de plásmidos con inserto. Se descartaron pues las colonias de bacterias de 
color azul y, de las restantes, se identificaron los clones positivos por PCR y posterior 
secuenciación, utilizando los cebadores T7 y SP6 cuyos promotores se encuentran 
flanqueando el sitio de clonación del vector pGEM-T. 
 
Los clones positivos se crecieron toda la noche a 37ºC con agitación en 5 ml de 





NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel) siguiendo las instrucciones del fabricante. El 
plásmido y el vector de destino fueron cortados con la enzima de restricción apropiada, de 
acuerdo con las condiciones del fabricante, y posteriormente ligados con la ligasa T4. El 
fragmento de ADN y el vector se mezclaron en una proporción 3:1 y se incubó durante toda 
la noche a 16ºC. El resultado de la ligación fue nuevamente transformado en E. coli DH5α, 
purificado y secuenciado en Secugen S.L. 
 
Todos los plásmidos generados durante este estudio con el fin de producir estirpes 
transgénicas (ver sección 6.3) fueron construidos usando los siguientes vectores de 
clonación: los plásmidos pVZ34, pVZ325 y pVZ476 se generaron a partir del vector de 
clonación pPD95.77; el plásmido pVZ378 fue construido usando una versión modificada del 
vector pPD95.85 que contiene un péptido señal de entrada en el retículo y una secuencia 
KDEL de retención en el mismo (Labrousse, Zappaterra, Rube, & van der Bliek, 1999); para 
la construcción de los plásmidos pVZ320 y pVZ451 se usaron dos vectores pDEST del 
sistema de clonación Gateway (Invitrogen), modificados con los promotores de los genes 
unc-54 y myo-3 respectivamente; el plásmido pVZ448 se generó sustituyendo el promotor 
Pges-1 por el Punc-54 en el plásmido Pges-1::mCherry::TRAM-1 construido previamente 
(Tian et al., 2010); pVZ326 se construyó usando el vector de clonación pCJ102 
(Winkelbauer et al., 2005); y los plásmidos pVZ350 y pVZ350 fueron derivados de otros 
plásmidos descritos anteriormente (Miedel et al., 2012), sustituyendo el promotor del gen 
nhx-2 por el del gen myo-3. 
 
6.9.2 Transgénesis 
Para generar las distintas estirpes transgénicas, estos plásmidos fueron inyectados, 
junto con los correspondientes marcadores, a las concentraciones que se indican en la 
tabla 6.1.  
 
En la zona distal de la gónada del adulto, los núcleos de la línea germinal están 
rodeados por un citoplasma común, formando un sincitio. Es precisamente en este 
citoplasma donde debe efectuarse la microinyección del ADN. El ADN microinyectado  
podrá ser entonces asimilado por los núcleos del sincitio que, al migrar hacia la parte 
proximal de la gónada, serán envueltos por una membrana dando lugar a ovocitos maduros 
preparados para su fecundación. Este método permite la formación de arrays de ADN 
extracromosómico, que contienen cientos de copias de los plásmidos co-inyectados, y que 
pueden ser transmitidos a parte de la progenie. La mezcla de inyección contiene, 
normalmente, un marcador seleccionable que facilita la identificación de los 




transformantes (ver sección 6.3) (Evans & ed., 2006).  
 
Los animales se inmovilizaron colocándolos sobre una capa de agarosa al 2% 
dispuesta en una laminilla cubre objetos, a la que previamente se le añadió una gota de 
aceite Halocarbon 700 (Sigma) para evitar la deshidratación de los animales. La localización 
exacta de la zona distal de la gónada se realizó utilizando un microscopio invertido Nikon 
con sistema de contraste de fase, mientras que para la microinyección se empleó un 
microinyector FemtoJet (eppendorf). En algunos casos, los plásmidos se linealizaron antes 
de ser inyectados, ya que se ha publicado que este método aumenta la eficiencia del 
proceso (Etchberger & Hobert, 2008). 
 
Tabla 6.1. Condiciones de transgénesis. Se muestran el plásmido y el marcador inyectados para la obtención de los 
distintos transgénicos, junto con las concentraciones utilizadas en cada caso. 
 











VZ184 pVZ378 (Pdnj-27::dnj-27::YFP::KDEL::unc-54 3´-UTR) 











pVZ451 (Pmyo-3::dnj-27 ADNc::unc-54 3´-UTR) 













































pVZ476 (Pmyo-3::hERdj5 ADNc::unc-54 3´-UTR) 








6.10 Ensayos de ARN de interferencia (ARNi) 
Algunas de las bacterias portadoras de los clones de ARNi utilizadas para estos 
ensayos fueron adquiridas de la librería de ARNi desarrollada en el laboratorio de la 
Dra. Ahringer (Kamath & Ahringer, 2003) o construidas anteriormente por otros grupos (Fire 
et al., 1998; Isermann et al., 2004). Otras fueron generadas en nuestro laboratorio clonando 
el gen de interés en el vector de expresión pL4440 y transformando posteriormente estas 
construcciones en la cepa HT115 de E.coli. El plásmido pL4440 contiene dos promotores T7 
para la ARN polimerasa que flanquean el sitio de clonación, y por su lado, la bacteria HT115 
posee una ARN polimerasa inducible por IPTG. Esta estirpe de E. coli es además mutante 
para la ARNasa III, lo cual aumenta la estabilidad de cualquier ARN. Por lo tanto, cuando 
estas bacterias se exponen a IPTG se induce la expresión de la ARN polimerasa T7, y dado 
que el ADN insertado será transcrito en ambos sentidos, esto da como resultado la 
producción del ARN de doble cadena necesario para la interferencia. En un proceso que 
aún no se conoce con exactitud, cuando los nematodos se alimentan con bacterias que 
expresan este ARN de doble cadena, se silencia la expresión del gen en cuestión (Timmons 
et al., 2001). 
 
Los clones de bacterias se crecieron durante toda la noche a 37ºC con agitación en 
medio LB con 50 µg/ml ampicilina. Entonces, placas de ARNi, que contienen IPTG, se 
sembraron con los cultivos de bacterias y se incubaron a 37ºC durante toda la noche para 
permitir la inducción del ARN de doble cadena. Como control negativo se utilizaron placas 
con bacterias que contienen el vector pL4440 vacío y como control positivo bacterias que 
contienen el plásmido pL4440/unc-22, que produce un fenotipo de movimiento 
descoordinado. Los nematodos de la primera generación fueron sincronizados colocando 
hermafroditas grávidas en una gota de solución de bleaching depositada en el filo de la 
placa de ARNi. Las siguientes generaciones se sincronizaron permitiendo a hermafroditas 
interferidas de la generación previa poner huevos durante dos o tres horas en placas de 
ARNi frescas. Los animales fueron analizados sólo cuando al menos dos generaciones 
habían sido interferidas previamente. 
 
En algunos casos, como por ejemplo durante la evaluación inicial de los fenotipos 
obtenidos al someter a la estirpe modelo de Alzheimer CL647 a ARNi de los genes de las 
familias de las tiorredoxinas, las glutarredoxinas y las peroxirredoxinas, la mutación 
rrf-3 (pk1426), que confiere hipersensibilidad al silenciamiento por ARNi (Simmer et al., 
2002), fue utilizada. 
 





Los animales se depositaron en una gota de levamisol 10 mM sobre una fina lámina 
de agarosa al 3% en agua dispuesta sobre un porta objetos y se cubrieron con un cubre 
objetos. El levamisol es un agonista de la acetilcolina que se utiliza como anestesia para 
inmovilizar a los gusanos. Para los estudios de expresión, así como para los ensayos de 
agregación, las imágenes de DIC y de fluorescencia fueron adquiridas en un microscopio de 
fluorescencia Zeiss Axiolmager M2 ApoTome equipado con una cámara AxioCam MRn. Las 
capturas de las imágenes se realizaron con el programa AxioVision 4.8 (Zeiss). Los ensayos 
de colocalización subcelular se llevaron a cabo mediante microscopía confocal, utilizando 
un microscopio Leica AOBS SP2. Ajustes idénticos en el brillo y en el contraste de los 
controles y de las correspondientes imágenes experimentales se hicieron con el programa 
Adobe Photoshop 10 (Adobe Systems) e ImageJ (NIH). 
 
6.12 Ensayos fenotípicos 
6.12.1 Ensayos de estrés del retículo endoplasmático 
Con el fin de inducir estrés en el retículo endoplasmático, animales en el estadio 
larvario L4 fueron colocados en placas NGM con 10, 20 y 30 µg/ml de tunicamicina (Sigma), 
un inhibidor de la glicosilación de proteínas y, por tanto, inductor de estrés en el retículo. 
Los animales fueron analizados en fase adulto joven tras 16-24 horas de tratamiento. 
 
6.12.2 Ensayos de parálisis y cuantificación de depósitos β-amiloides 
Se sincronizaron los animales modelo de la enfermedad de Alzheimer mediante 
puesta de huevos de hermafroditas adultas durante 2-3 horas a 16ºC. Tras retirar a las 
hermafroditas de las placas, la evaluación de la parálisis de la estirpe CL647 tras el 
tratamiento con los diferentes ARNi, se llevó a cabo creciendo la progenie durante 48 horas 
a 16ºC hasta el estadio larvario L3, momento en el cual se dio un choque térmico a 23 o 
25ºC para permitir la inducción del péptido Aβ. La parálisis de los nematodos comienza a 
producirse a aproximadamente las 48 después del choque térmico (para el caso de 23ºC) o 
a las 24 horas (choque térmico a 25ºC), produciéndose la parálisis de todos los individuos 
después de las 12 horas del inicio de la misma. Para determinar la parálisis de la estirpe 
CL2006, los individuos sincronizados fueron crecidos de manera continua a 20ºC. Para este 
último caso, el seguimiento de la parálisis se realizó diariamente desde el primer día de 
adulto, retirándose de la placa los animales paralizados. Un animal se considera paralizado 
cuando, en respuesta a un estímulo mecánico con una pica de platino, es incapaz de 
ejecutar su movimiento normal, aunque sea capaz de mover la cabeza. Un halo sin bacteria 





movilidad el nematodo comerá únicamente la bacteria a su alcance. Cuando se quiso 
determinar la parálisis de estirpes transgénicas, los animales transgénicos se identificaron 
por medio del marcador fluorescente incluido en el array extracromosómico. 
 
Para la detección de los depósitos de amiloide, los gusanos fueron teñidos con el 
colorante fluorescente específico para amiloides X-34 (regalo del Prof. William Klunk). Para 
ello, los animales fueron crecidos a 20ºC hasta el primer día de adulto, momento en el cual 
fueron incubados durante 2 horas a temperatura ambiente en gotas de 20 µl de X-34 1 mM 
disuelto en tampón Tris pH 7.5 10 mM. Posteriormente, se lavó a los nematodos una vez en 
una gota de PBS y se dispusieron en placas NGM sembradas con OP50, para permitir que 
se destiñeran durante toda la noche a 20ºC por medio de su metabolismo normal. Los 
animales fueron inmovilizados con azida de sodio para su visualización en un microscopio 
de epifluorescencia Zeiss Axiophot y las imágenes fueron adquiridas de forma similar a 
como se ha descrito anteriormente en la sección 6.11. 
 
6.12.3 Ensayos de movilidad 
Se sincronizaron animales que expresan α-syn o poliQ mediante puesta de huevos 
de hermafroditas adultas durante 2-3 horas a 20ºC. Tras retirar a las hermafroditas de las 
placas, los individuos sincronizados fueron crecidos de manera continua a 20ºC, 
realizándose el seguimiento de la movilidad diariamente desde el primer día de adulto. Se 
consideró que un animal presentaba defectos de movilidad cuando no era capaz de 
desplazarse más de unos pocos milímetros en respuesta a un estímulo mecánico con la 
pica de platino. Cuando se quiso determinar la movilidad de estirpes transgénicas, los 
animales transgénicos se identificaron por medio del marcador fluorescente incluido en el 
array extracromosómico. 
 
6.12.4 Cuantificación de agregados 
El número de agregados de α-syn se determinó contando agregados fluorescentes a 
una magnificación de 40x, desde la punta de la nariz del nematodo hasta el final del 
segundo bulbo de la faringe. Para cada ensayo y cada condición se analizaron diez 
animales en el primer día de adulto, sincronizados previamente por puesta de huevos y 
crecidos de manera continua a 20ºC.  
 
De igual manera, para la cuantificación de los agregados de poliQ, se emplearon 
veinte animales en el primer día de adulto, sincronizados previamente por puesta de huevos 
y crecidos de manera continua a 20ºC, para cada experimento y condición. En este caso, se 




determinó el número total de agregados presentes en el animal completo utilizando una 
magnificación de 40x. 
 
6.12.5 Neurodegeneración dopaminérgica inducida por α-sinucleína 
En los nematodos utilizados para el análisis de la neurodegeneración 
dopaminérgica, el promotor del gen dat-1 dirige la expresión de α-syn humana y de GFP 
específicamente a neuronas dopaminérgicas. De esta forma, estas neuronas quedan 
marcadas con el GFP, lo que permite seguir fácilmente su degeneración inducida por la 
co-expresión de α-syn.  
 
Se obtuvieron poblaciones sincronizadas mediante la puesta de huevos de 
hermafroditas grávidas durante 3 horas en placas NGM sembradas con E. coli OP50 y, a 
continuación, se creció la progenie a 20ºC hasta el estadio larvario L4. Los animales fueron 
entonces transferidos a nuevas placas con 0.4 mg/ml de 5-Fluoro-2´-deoxiuridina (FUDR), 
compuesto que previene la eclosión de los futuros huevos, con lo que se evita la confusión 
entre los individuos a estudiar y su futura descendencia. Para cada experimento 
independiente, treinta animales con 7 días de edad por cada estirpe fueron analizados 
usando un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse E800 equipado con un juego de 
filtros Endow GFP HYQ (Chroma). Se determinó la degeneración de las seis neuronas 
dopaminérgicas anteriores (las cuatro neuronas CEP y las dos ADE. Ver Figura 6.2) según 
los criterios establecidos anteriormente (Cao, Gelwix, Caldwell, & Caldwell, 2005). De 
manera general, una neurona se computó como degenerada cuando el cuerpo celular había 
desaparecido, cuando mostraba una forma circular con pérdida de las prolongaciones 
neuronales o cuando la neurona presentaba formas irregulares o anómalas. 
  
 
Modificado de WormAtlas 
 
Figura 6.2. Neuronas dopaminérgicas anteriores. En la parte izquierda de la figura se muestra una representación 
esquemática de las dos neuronas ADE, izquierda y derecha, situadas al final del segundo bulbo de la faringe. En la parte 
derecha se muestran las cuatro neuronas CEP, dorsal izquierda, dorsal derecha, lateral izquierda y lateral derecha, situadas 
entre los dos bulbo de la faringe. 
 





un animal silvestre. Por el contrario, una neurona que no ha sufrido ningún proceso de 
neurodegeneración, sea en un animal silvestre o en un animal con alguna neurona 
degenerada, se consideró, a nivel de análisis, una neurona silvestre. 
 
6.13 Producción de anticuerpos y Western blots 
Los péptidos sintéticos amida-CKHPDRNTDDPNAHD-Ac y amida-
CNWKALSEDWEPYNR-Ac derivados de la secuencia de la proteína DNJ-27 de C. elegans 
se conjugaron con KLH y se emplearon para inmunizar distintos conejos (Biomedal, 
España). Tras cuatro inmunizaciones, se recolectó el suero de los conejos y se purificó el 
anticuerpo policlonal por cromatografía de afinidad, usando una mezcla de los dos péptidos. 
 
La extracción de proteínas para la realización de western blots, se efectuó partiendo 
de 100 animales en el primer día de adulto por cada estirpe, sincronizados previamente y 
crecidos a 20ºC. Se emplearon individuos con esta edad porque es en este momento 
cuando los animales que expresan Aβ empiezan a paralizarse, y cuando, tanto estos 
últimos como los nematodos que expresan α-syn y poliQ, muestran diferencias a nivel de la 
agregación de los correspondientes péptidos. Se crecieron los gusanos durante al menos 
dos generaciones en ARNi, o por una sola generación en OP50, y se recolectaron 
manualmente en 15 µl de solución de lisis de proteínas, con la excepción del western blot 
para la detección de Aβ, donde los animales se recolectaron directamente en 15 µl de 
tampón Laemmli. Después de congelar en nitrógeno líquido, se añadió tampón Laemmli 5x 
a la mezcla (excepto para el western blot de Aβ) y se calentó a 95ºC durante 10 minutos. 
Las proteínas fueron separadas en geles de poliacrilamida mediante electroforesis 
desnaturalizante (SDS-PAGE) y transferidas posteriormente, en condiciones semi-secas, a 
una membrana Inmobilon-P PVDF (Millipore) durante 1 hora a 75 mA. A continuación, las 
membranas se bloquearon con una solución de leche desnatada en polvo al 5% en PBS-
Tween (0.05%) y se probaron con los distintos anticuerpos. El western blot para la detección 
de Aβ se realizó usando geles de gradiente de poliacrilamida 4-20% (BioRad), y el anti-Aβ 
monoclonal 6E10 (Convance) como anticuerpo primario a una dilución 1:1.000 y anticuerpo 
secundario anti-IgG de ratón (Sigma) a 1:10.000. Para la detección de DNJ-27, se empleó 
una dilución 1:500 del anticuerpo de conejo anti-DNJ-27 y una dilución 1:10.000 del 
anticuerpo de cabra conjugado a peroxidasa anti-IgG de conejo (Sigma) como anticuerpo 
secundario. La detección de α-syn::YFP y Q40::YFP, se realizó utilizando un anticuerpo de 
conejo anti-GFP (Santa Cruz) a una dilución 1:500 y, como anticuerpo secundario, una 
dilución 1:10.000 del anticuerpo anti-IgG de conejo. El kit ECL (GE Healthcare) se empleó 
para la detección de la señal siguiendo las instrucciones del fabricante. El anticuerpo 




monoclonal de ratón anti-α-tubulina (Sigma) a una dilución 1:10.000 se utilizó como control 
de carga en todos los casos. 
 
6.14 Análisis histológico para la evaluación de la degradación de proteínas en 
el citosol 
Para la interferencia con los ARNi de los genes a estudiar, se sincronizaron los 
animales, mediante puesta de huevos de hermafroditas adultos, en placas de NGM para 
ARNi sembradas con bacteria que expresen el ARN de doble cadena de los genes 
correspondientes. Se analizó la progenie después de 72 horas y también las dos 
generaciones posteriores siguiendo el mismo protocolo. 
 
La tinción para la evaluación de la actividad β-galactosidasa, que nos permitió 
determinar la degradación de proteínas en el citosol, se realizó siguiendo un protocolo 
descrito anteriormente (Zdinak et al., 1997). Los animales se colocaron en gotas de 20 µl de 
tampón M9 dispuestas sobre porta objetos y se secaron en una bomba desecadora durante 
10-20 minutos. Se sumergieron entonces los porta objetos en acetona a -20ºC durante 
3.5 minutos y se dejaron secar a temperatura ambiente. Se colocó a continuación 20 µl de 
la solución de tinción (5 mM ferricianuro de potasio, 5 mM ferrocianuro de potasio, 1 mM 
MgCl2, 0.4 mg/ml X-gal en 0.2 M fosfato de sodio pH 7.5) sobre cada muestra y se 
incubaron los porta objetos a temperatura ambiente durante toda la noche en placas Petri 
selladas con papel húmedo en su interior. Al día siguiente se tomaron fotografías de las 
diferentes muestras. 
 
6.15 Análisis estadísticos 
Los diferentes análisis estadísticos se llevaron a cabo utilizando el programa 
Microsoft Excel.  Para calcular el valor p de los ensayos de neurodegeneración y de 
cuantificación de depósitos de Aβ y de agregados, se realizó una prueba t de Student con 
una distribución de dos colas. El valor p en los ensayos de parálisis y movilidad se 
determinó usando un análisis ANOVA bidireccional. Se consideró significancia estadística 
cuando el valor p fue menor de 0.05. Las barras de error de las gráficas representan el error 
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